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(54) Titre: PROCEDE DE CULTURE IN VITRO DE DIFFERENTS STADES DE PARASITES TTSSULAIRES 
(57) Abstract 

The method of the invention comprises the implementation of axenic 
conditions, with the utilisation of a liquid monophase culture medium. In 
order to obtain amastigote forms, said medium is buffered to a pH from 5-5 
to 6.5 and has an osmolality of at least 400 milli osmoles/kg, and in particular 
from 400 to 550 milli osmoles/kg of liquid. In order to obtain promastigote 
forms, said medium is buffered to a pH from 7 to 7.5 and has ah osmolality 
of at least 300 milli osmoles/kg of liquid. Said method provides for the 
adaptation in the culture in vitro of differents stages of tissue parasites such 
as leishmanies and T. cruzi or the hematoprotozoans. 

(57) Abrege 

Le proc6d£ de 1* invention comprend la mise en oeuvre de conditions 
axeniques, avec utilisation d'un milieu de culture monophasique liquide. 
Pour l'obtention de formes amastigotes, ce milieu est tamponnl a un pH 
de 5,5 a 6,5 et presente une osmolarite d'au moins 400 milli osmoles/kg de 
liquide, et en paniculier de 400 a 550 milli osmoles/kg de liquide. Pour 
l'obtention de formes promastigotes, ce milieu est tamponne a un pH de 7 a 
7,5 et presente une osmolarite d'au moins 300 milli osmoles/kg de liquide. 
Ce procede permet !' adaptation et la culture in vitro de differents s fades 
de parasites nssulaires, tels que les leishmanies et 7*. cruzi ou encore les 
hematoprotozoaires. 
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PROCEDE DE CULTURE IN VITRO DE DIFFERENTS STADES DE PARASITES 
TISSULAIRES 

5 L f invention a pour objet un proofed^ de culture in 

vitro , de differents stades du cycle evolutif d'un parasite. 
Elle vise egalement les formes parasitaires obtenues et leurs 
applications biologiques. 

Par culture, on entend dans la description qui suit 
10 et les revendications, aussi bien I 1 adaptation de la forme 
parasitaire par passages successifs dans un milieu donne, que 
la dif ferenciation complete quand elle a lieu pour 
1 1 adaptation et la culture proprement dite de la forme 
parasitaire. 

15 On sait que les parasites constituent un veritable 

flfeau provoquant, par 1 1 interm&diaire de vecteurs, 1 ' infection 
de millions d'hommes et d'animaux. 

Ainsi, les leishmanioses, repandues dans le monde 
entier, sont provoqufees par des protozoaires du genre 
20 Leishmania qui sont transmis le plus g6n6ralement par un 
moustique, le phlebotome. On distingue classiquement , selon 
leur localisation geographique , les leishmanioses de l'Ancien 
Monde et celles du Nouveau Monde. Elles presentent des formes 
cliniques tres diverses qui different sensiblement par leur 
25 gravite et leur retentissement sur la sante. On distingue les 
leishmanioses cutan6es, cutaneo-muqueuses (attaquant les 
muqueuses nasales, buccales et celles des oreilles) et les 
leishmanioses viscerales. 

Comme autre parasite ayant un effet devastateur, on 
30 citera fegalement le Trypanosoma cmzi , responsable de la 
maladie de Chagas. En Amerique du Sud, il provoque 1 1 infection 
de millions de personnes. On denombre jusqu'a plus de 150 
especes d'animaux sauvages ou domestiques qui peuvent servir 
d'hotes au parasite qui est transmis a I'homme par une 
35 punaise, a savoir un triatome, qui se nourrit de sang. 

L' infection peut passer inapergue pendant des annees 
jusqu'a ce que les trypanosomes s 1 attaquent au systeme 
nerveux, au coeur ou a l'appareil digestif. 
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Le cycle evolutif de bon nombre de parasites 
coraporte differents stades parasitaires. Celui des 
leishmanies, par exemple, comprend deux stades presentant 
d 1 importances differences a la fois au plan structural, 
5 morphologique, biochimique, immunologique et physiologique, a 
savoir 

chez l'insecte vecteur, une forme flagellee, 
appelee promastigote, qui s'y multiplie par scissiparite avant 
d'acquerir sa forme infectante, pour l'hote manunifere, encore 

10 appelee metacyclique, 

- chez l'hote mammifere, un stade non flagelie, 
appele araastigote, qui parasite exclusivement les cellules 
phagocytaires mononucieees . 

La dif f erenciation en amastigotes survient apres 

15 1 1 attachement et la penetration des promastigotes dans les 
monocytes. Mais seules les formes amastigotes persistent et se 
multiplient & 1 ' interieur du phagolysosome des macrophages de 
l T h6te infecte. 

Chez L cruzJL, ce cycle comporte trois stades 

20 parasitaires diff6rents, une forme epimastigote, forme de 
multiplication de l'insecte vecteur, et les formes amastigote 
et trypomastigote, qui sont pr&sentes chez l'hote infecte. 

Actuellement , la plupart des recherches menees sur 
le diagnostic de ces parasitoses et 1 * elaboration de vaccins 

25 sont realisees sur la forme promastigote dont la production en 
culture est facile et rapide. 

Or la seule forme presente chez l'hote infecte est 
la forme amastigote qui, en persistant tout au long de 
1' infection, suscite la reponse immune et participe au 

30 developpement de la pathologie. On mesurera le danger 
d'extrapoler systematiquement des resultats experimentaux 
obtenus avec les formes promastigotes de culture dans 
1 * object if d ' etudes immunoprophylactiques, diagnostiques ou 
therapeutiques cibiees sur les formes amastigotes. 

35 Pour repondre a ce probleme, divers auteurs se sont 

interesses a l'obtention de formes amastigotes. On a ainsi 
rapporte 1 ' obtention d ' amastigotes a partir de tissus 
d 1 animaux experimentalement inf ectes ou a partir de cultures 
de macrophages inf ectes. Mais il s'agit de methodes 
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d ? isolement longues et f astidieuses , qui en outre aboutissent 
a l'obtention d'un nombre limite de parasites, souvent 
degrades/ et qui sont incapables de se multiplier et de 
survivre plus de 2 a 3 jours. 
5 De plus, de telles formes amastigotes sont 

contaminees par des cellules , fragments et molecules derives 
des macrophages, des tissus ou du plasma de I'hote, designes 
ci-apres par "contaminants cellulaires" , limitant ou rendant 
impossible la realisation de bon nombre d'6tudes. 

10 Des proc6des de culture en conditions axfeniques, 

c'est-a-dire en 1' absence de tout contaminant cellulaire, ont 
6tfe proposes pour quelques esp&ces de leishmanies et pour 
T.cruzi . mais ne permettent pas de disposer d'une source 
abondante, en continu, de formes amastigotes, et 

15 n f apparaissent pas generalisables a un grand nombre d'especes 
et a des germes differents. 

L' invention a pour but de resoudre les inconvenients 
ci-dessus et de fournir des modeles expferimentaux plus 
satisf aisants en produisant les stades parasitaires souhaites 

20 dans des milieux de culture specif iques, de composition 
simplifi6e, totalement dfefinie. 

L ? invention vise sp6cialement a fournir un procede 
genferalisable a un grand nombre d'especes d'un parasite donnfe, 
permettant de produire de maniere continue et en quantites 

25 illimitees des populations homogenes d'un stade parasitaire 
donnfe . 

Elle vise plus particulierement un procede 
permettant d'obtenir ces stades sous une forme dfebarassee de 
tout contaminant cellulaire et s6rique, ayant la particularity 

30 de ne contenir aucune macromol6cule . Par macromolfecules , on 
entend dans la description et les revendications qui suivent 
des molecules non dialysables a un seuil de coupure de 3 kDa, 
c'est-a-dire ayant un poids moleculaire apparent superieur a 3 
kDa ( par exemple proteine s6rique comme 1 1 albumine ) . 

35 Elle vise egalement la realisation in vitro du cycle 

evolutif complet des parasites en conditions axenique et 
aserique. 

Selon un autre aspect, 1 1 invention a pour but les 
nouvelles formes parasitaires obtenues, correspondant aux 
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diff^rents stades du cycle des parasites et, pour chaque 
stade, aux differences phases de leur croissance. 

Selon encore un autre aspect, 1' invention vise les 
applications des stades parasitaires obtenus et des produits 
5 gfeneres ou isolds & partir de ces stades, notamment dans le 
domaine du diagnostic de parasitoses, de 1 f immunoprophylaxie 
et du criblage d'activites m6dicamenteuses . 

Le procfedfe selon 1* invention, pour la culture in 
vitro de diff6rents stades de parasites tissulaires, tels que 

10 les leishmanies , T. nruzi r ou encore les h6matoprotozoaires 
est caracterise en ce qu'il est realist dans un milieu de 
culture monophasique liquide ax&nique et aserique, depourvu de 
macromolecules (non dialysables a un seuil de coupure de 3kDa) 
et que pour l 1 obtention de formes amastigotes, ce milieu est 

15 tamponn6 a un pH de 5,5 & 6,5 et presente une osmolarite d'au 
moins 400 milli osmoles/kg de liquide, et en particulier de 
400 a 550 milli osmoles/kg de liquide, ou que, pour 
1 f obtention de formes promastigotes, ce milieu est tamponne a 
un pH de 7 ct 7 , 5 et presente une osmolarite d ' au moins 300 

20 milli osmoles/kg de liquide, et en particulier de 300 a 380 
milli osmoles/kg de liquide. 

La valeur du pH de ces milieux, dans I'intervalle 
indiqufe ci-dessus, assure un controle rigoureux des conditions 
de culture. 

25 Dans le cas de la culture d' amastigotes, lorsque le 

pH est supferieur & 6,5, on note en effet une tendance a la 
retransf ormation des amastigotes en promastigotes et lorsqu'il 
est inferieur & 5,5, on observe une mauvaise croissance. 

Selon un mode prfeffere de l f invention, pour 

30 l f obtention de formes amastigotes, on utilise un milieu de 
culture comprenant un milieu de base, elabore essentiellement 
a partir : 

- d'au moins un milieu de culture de cellules 
d'insectes additionne de sels inorganiques, du type des sels 

35 de Hanks, 

- de produits sources, d'acides amines, comme 
la L-glutamine et des extraits de graine de soja, 

- des sucres, comme le D-glucose. 
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Comme extrait de graines de soja, on utilise 
avantageusement celui commercialise sous la marque trypto 
cas6ine soja R . 

Le milieu de culture de cellules d ' insectes est 
5 avantageusement le milieu 199 H commercialism par GIBCO. 

Differentes compositions de ce milieu 199H R sont 
donnees dans le catalogue GIBCO BRL page 48, Edition 1992. 

Une composition spfecialement prfefdree pour 
1 1 Elaboration des milieux de base porte la reference 042-01181 
10 S la page 48 de ce catalogue, Edition 1992. On utilise plus 
spEcialement le milieu 199H M, auquel on ajoute NaHC03 et de 
la L-glutamine. 

Ce milieu auquel les composes ci-dessus sont ajoutes 
est avantageusement tamponne, par exemple avec un tampon comme 
15 l'HEPES. 

Une composition pr6f6r6e de milieu de base comprend 
plusieurs milieux de culture de cellules d* insectes. 

Un milieu de base de ce type resulte de 1 f addition 
au milieu 199 H tel que commercialism par Gibco, auquel ont 
20 6t6 ajout6s les composes mentionn6s ci-dessus, d'un autre 
milieu tel que le milieu 199 H modifiE tel que commercialism 
par Flow. Une composition de ce milieu est donne dans le 
catalogue Flow Laboratories, 1992 sous la r£f6rence 14230-54. 
Avant de 1' a j outer & la preparation initiale, ce dernier 
25 milieu 199 H modifim est soumis & un traitement thermique. 

Les milieux de base definis ci-dessus sont nouveaux 
et, en tant que tels, font Egalement partie de 1' invention, 
lis peuvent etre conserves pendant plusieurs mois a -20 °C. 

Pour eviter l'oxydation des stades parasitaires, ce 
30 milieu de base est additionne au moment de 1 1 utilisation 
d' agents anti-oxydants tels que l'hemine, qui presente 
egalement 1 ' avantage de constituer une source de f er et 
d' agents a effet reducteur comme le glutathion reduit. On 
ajoute egalement avantageusement des vitamines. Un melange de 
35 vitamines approprie comprend la biotine, le panthotenate de 
calcium D, le chlorure de choline, I'acide folique, le i- 
inositol, le nicotinamide, 1 % acide para-aminobenzoique, le 
chlorhydrate de pyridoxine, la riboflavine, le chlorhydrate de 
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thiamine, la vitamine B12, utilises en partie et 
avantageusement en totality . 

Les milieux de culture resultants sont 
avantageusement caract6rises en ce qu'ils sont d6pourvus, en 
5 tant qu'additifs, de nucleotides, lis peuvent etre conserves & 
+4°C pendant environ deux semaines sans alteration de leurs 
propri6t6s . 

L f utilisation des milieux de culture resultants, 
comme illustre par les exemples donnes ci-apres, permettent de 
10 produire des formes amastigotes, capables de se multiplier 
massivement in vitro , de maniere continue. 

Ces milieux axeniques et aseriques presentent 
1 1 avantage d 1 etre depourvus de toutes macromolecules et 
notamment de celles presentes dans le s6rum de veau foetal 
15 et/ou provenant des cellules botes, qui peuvent masquer 
d'autres composants (proteines s6riques et cellulaires ) . 

Ces milieux sont particulierement adaptes pour les 
formes amastigotes de protozoaires tissulaires, tels que les 
leishmanies cutanees ou cutaneo-muqueuses ou viscferales , ou 
20 differents clones de T.cruzi , ou encore Plasmodium ou Babesia. 

Comme especes de leishmanies, on citera I,, mexacana, 
I,. amaznnfinsis , et Lb. hraziliensis ou encore II. — maiQX, X^- 
guyanensis et L. panamensis* 

D'autres milieux de culture preferes, particulierement 
-25 appropries a la culture des formes amastigotes de leishmanies 

viscerales, comme L - donnvani r L. infantum et Lu Chagasi, 

comprennent, en outre, des composes soufr6s. II s 1 agit en 
particulier, d f acides amines soufres, comme la cysteine, et 
notamment la forme L, et/ou des produits nutritifs comme 

30 l'acide bathocuproine sulfonique. 

Pour la dif f erenciation de formes promastigotes en 
formes amastigotes, dans le cas de leishmanies, le milieu de 
culture cellulaire reprfesente, par rapport au milieu final, 
environ 8 & 15 % (V/V), notamment de I'ordre de 10 %, les 

35 acides amines, ou les produits sources de ces acides amines, 
comme la trypto caseine de soja R et la L-glutamine, sont 
presents, & raison de 4 4 8 % environ (P/V), notamment de 5 6 
6 % environ, 1 1 apport en sucre, notamment en glucose, est 
avantageusement realise a raison d ! environ 2 Si 4 % (P/V), 
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notanunent de 2 a 3 %, les agents anti-oxydants comme l'hemine, 
a raison de 0,0002 a 0,0015 % (P/V) notamment de I'ordre de 
0,0005 %, et le glutathion de 0,01 % a 0,05 %, notamment de 
I'ordre de 0,025 % et la solution de vitamines ( 100X ) , a 
5 raison de 1 % d 5 % (V/V), notamment de I'ordre de 2 %. 

Les composes soufr6s, lorsqu'ils sont mis en oeuvre, 
notamment la L-cysteine sont utilises & raison d ' environ 0,25 
a 0,50 % (P/V), notanunent de I'ordre de 0, 3. % et 1 1 acide 
bathocuprolne sulfonique, a raison d ' environ 0,004 & 0,008 % 

10 (P/V), notamment de I'ordre de 0,005 %. 

Pour la culture des stades promastigotes , on utilise 
avantageusement un milieu de culture felabore & partir d'un 
milieu approprie pour la culture de cellules, tel que le 
milieu RPMI 1640, auquel on ajoute des acides amines, tels que 

15 la L-glutamine et un tampon pour ajuster le pH A une valeur de 
7 & 7,5, ce milieu 6tant 6galement additionnfe d'un autre 
milieu appropri6 pour la culture de cellules, spfecialement le 
milieu 199H M, renfermant des sels inorganiques tels que les 
sels de Hanks, et des agents ant i-oxyd ants, tels que l'hemine. 

20 Ce milieu est done dfepourvu de tout contaminant 

sferique et ne contient aucune macromolfecule comme prouve par 
analyse en gel de poly aery 1 amide a 10 %• 

Le milieu 199H M est utilisfe & raison d' environ au 
moins 2 % (V/V), notamment de 2 a 10 % environ et l'hemine 

25 bovine de 0,0001 a 0,0015 % (P/V), notamment de I'ordre de 
) 0,0005 %. 

On observera la simplicite de preparation d'un tel 
milieu, £ partir de produits d6j£ commercialisms. L ' absence de 
serum conduit de plus avantageusement a un produit de faible 
30 cout. 

Conformement a 1* invention, ces milieux de culture 
sont mis en oeuvre dans un procede pour la production massive 
et continue des formes parasitaires . 

Pour 1 ' adaptation et la culture continue in vitro de 
35 formes amastigotes, on ensemence des promastigotes de fin de 
phase exponentielle dans un milieu de culture approprie tel 
que defini ci-dessus, a raison de 106 a 107 promastigotes/ml 
de milieu. 
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Les conditions de realisation de 1 ' adaptation et de 
la culture sont avantageusement choisies de raaniere a assurer 
de fa?on reproductible une transformation complete des 
parasites . 

5 L f adaptation, puis la culture, sont realisees a des 

temperatures de l'ordre de 28 a 36° C, et notanunent autour de 
32 °C a un pH de 5,5 a 6,5. On observe le plus generalement une 
transformation des formes promastigotes en formes amastigotes 
d6passant 90 % en 6 & 7 jours* Cette transformation est par 

0 exemple totale en quatre jours pour les leishmanies, apres un 
nombre de passages qui varie selon l'espece fetudiee et qui 
correspond en g&n&ral S 3 S 9 repiquages, et qui d6croit 
lorsque la temperature d ' incubation augmente. 

Pour 1 1 adaptation et la culture continue in vitro de 

5 formes promastigotes dites de primo-culture ou de court terme 
de parasites, tels que les leishmanies, directement obtenues a 
partir des formes amastigotes, on ensemence des formes 
amastigotes telles qu ' obtenues ci-dessus„ a raison de 106 a 
10? formes amastigotes/ml de milieu. On utilise 

0 avantageusement des formes amastigotes de fin de phase 
exponentielle. On effectue la culture & une temperature 
voisine de 1 ' ambiante mais de preference n'excfedant pas 28 °C a 
un pH de 7 A 7,5 dans un milieu de culture tel que dfefini plus 
haut pour le developpement de formes promastigotes. 

5 Lorsque 1 ' application visfee pour ces stades 

parasitaires ne necessite pas le recours & des conditions a la 
fois axeniques et aseriques, sans presence de macromolecules, 
il est possible dans le cadre de 1 1 invention d'effectuer la 
culture en milieu seulement axfenique, done en presence de 

0 serum et egalement en presence de macromolecules. On peut 
utiliser par exemple du milieu RPMI additionne de serum de 
veau foetal. 

Les formes promastigotes de court terme ainsi 
obtenues peuvent etre utilisees dans l f 6tape d ' ensemencement 
5 evoquee plus haut aux fins de dif f erenciation en amastigotes. 

La transformation est tres rapide et totale par 
exemple pour les leishmanies en 4 jours, apres 2 a 5 
repiquages, selon les especes. 
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La mise en oeuvre des dispositions de 1 1 invention 
permet d' obtenir des cultures standardisees et reproductibles 
des differentes formes correspondant aux differents stades 
parasitaires, depourvues de tout contaminant cellulaire et de 
5 macromolecules et capables de se multiplier in vitro. 

Les dispositions qui precedent ont 6te decrites plus 
specialement en rapport avec les formes promastigotes et les 
formes amastigotes de leishmanies, gu'il . s ' agisse de 
leishmanies cutanees, cutaneo-rauqueuses, ou encore viscerales, 
10 mais s'appliguent egalement aux stades parasitaires de I— 
pruzi ou d 1 autres hfematoprotozoaires comme Plasmodium et 
Babesia. 

Ces cultures peuvent etre entretenues plusieurs 
mois, voire plusieurs amines pour de nombreuses especes, en 
15 particulier pour les leishmanies, qu'elles soient cutanees, 
cutaneo-rauqueuses ou viscerales , ou pour T,cruzi ■ 

Les stades parasitaires sont capables d'etre 
cultiv6s & long terme, c'est-^-dire sur plus de 50 passages en 
cultures in vitro et a court terme, c'est-a-dire recemment 
20 transf ormes de formes promastigotes ou de formes amastigotes 
(forme antferieure du cycle) inf6rieur a 10 passages* 

L ' invention f ournit egalement les moyens pour 
rfealiser un cycle parasitaire in vitro complet. On notera avec 
avantage que ce cycle complet peut etre realise en moins de 15 
25 jours. 

Un mode de realisation d'un proc6de, selon 
l f invention, de production des stades correspondant au cycle 
6volutif d'un parasite tel que les leishmanies est 
caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre dans les conditions 
30 axeniques et aseriques definies ci-dessus, en 1 ' absence de 
macromolecules et qu • il comprend : 

- 1 ' ensemencement de formes promastigotes de court 
terme ou de long terme dans un milieu de culture approprie, 
comme defini ci-dessus, de maniere a obtenir la 

35 dif f erenciation en formes amastigotes, 

- la recuperation des formes amastigotes produites, 
leur ensemencement et leur culture comme indique plus haut de 
maniere a obtenir la dif f erenciation en formes promastigotes, 
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le cycle etant repute dans sa total ite, ou 
partiellement, si on le souhaite, et ce, ind^finiment. 

Dans un autre mode de realisation les formes de 
court terme sont cultivees en conditions seulement axeniques, 
5 ou axeniques et aseriques en presence de macromolecules . 

Par le procede de 1' invention, il est done possible 
d'obtenir in vitro les differents stades parasitaires beaucoup 
plus rapidement et facilement que par les techniques in vivo 
actuellement utilis6es qui mettent en jeu des infections 
10 experimentales qui sont parfois dif f icilement realisables. Ces 
formes parasitaires, amastigotes ou promastigotes, sont 
exemptes de tout contaminant cellulaire et sont capables de se 
multiplier in vitro . On dispose ainsi de moyens permettant 
d ' obtenir de maniere abondante, voire illimitee, les stades 
15 parasitaires, recemment, ou non, differencies du stade 
antdrieur, notamment de leishmanies et ceux de T. cruzi 
( 6pimastigotes , trypomastigotes m&tacycliques et sanguicoles 
et amastigotes ) . 

L' invention a egalement pour objet les formes 
20 parasitaires du cycle evolutif d'un protozoaire tissulaire, 
comme les leishmanies ou T. cruzi ; telles qu ' obtenues par mise 
en oeuvre du proc6de de culture defini ci-dessus. 

Ces formes sont caract6ris6es en ce que 

- elles sont depourvues de contaminants cellulaires, 
25 notamment macrophagiques tissulaires et, plasmatiques 

accompagnant les formes parasitaires intracellulaires isol6es 
de cultures cellulaires ou de tissus d'animaux 
experimentalement infectes, ainsi que de tout contaminant 
serique, tout en etant dotees du pouvoir infect ieux in vitro 
30 et in vivo tel qu f observe sur les formes intracellulaires 
lorsgue ces dernieres sont habituellement inf ectieuses, et des 
caracteristiques morphologiques, biochimiques et innuno- 
logiques de celles-ci, 

- elles se presentent sous forme d 1 une population 
35 homogene par rapport a l'age en culture et a I'etat . de 

dif ferenciation pour un stade donne du cycle evolutif, cette 
population, provenant d'une culture standardisee, etant 
capable de se multiplier in vitro de fagon continue. 
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Les formes amastigotes sont particulierement. 
prfeferees 6tant donne qu 1 elles correspondent: aux formes 
developpees lors de 1' infection, chez l'homme ou 1' animal. 

Ces formes amastigotes sont encore caracterisees en 
5 ce qu 1 elles possedent une activity enzymatique, plus 
spfecialement une activite peptidasique qualitativement plus 
complexe que celles des promastigotes , et quantitativement 
diff6rente, plus particulierement au niveau des activites 
cysteine-proteases, comme expose dans les exemples. 
10 L 1 invention vise plus spScialement les formes 

amastigotes de leishmanies aussi bien anthroponotiques , que 
zoonotiques, ou anthropozoonotiques . 

11 s'agit des formes amastigotes de leishmanies 
cutanees ou cutaneo-muqueuses . Parmi celles-ci, on citera L^. 
15 mexicana, L, amazonensis, L. braziliensis, l. guya nensis et 

panamensis. II s 1 agit encore • des amastigotes de leishmanies 
visc6rales comme L. chagasi, L. donovani ou l. infantum . 

D'autres formes amastigotes selon 1' invention sont 
celles de differents clones de T , cruzi . 
20 L ' invention vise egalement les formes promastigotes 

de court terme telles que dfefinies ci-dessus. 

II s'agit de populations directement transformees de 
formes amastigotes et ayant un pouvoir infectieux analogue a 
celui de promastigotes recemment isoles d'un hote infecte. 
25 Chacun des stades parasitaires, promastigote ou 

amastigote, prfesente differentes phases de croissance au cours 
de la multiplication in vitro , & savoir une phase de latence, 
une phase exponentielle et une phase stationnaire qui 
correspondent respectivement a la preparation a la division, a 
30 une multiplication intense, puis a un stade de non division. 

L ' invention permet avec avantage d ' obtenir de 
maniere ciblee des f ormes correspondant a 1 1 une de ces phases 
et d'6tudier leurs proprifetes et caracteristiques biochimiques 
specif iques. 

35 Ces formes sont caracterisees en ce qu' elles sont 

depourvues de contaminants cellulaires et seriques, ainsi que 
de molecules non dialysables au seuil de coupure de 3 kDa, 

II s'agit done de populations definies correspondant 
a une phase de leur croissance bien determinee. 
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Les formes amastigotes, ou promastigotes de court: 
terme , correspondantes sont particulierement pr6f erees . 

L' invention vise egalement les extraits 
polypeptidiques totaux de ces formes parasitaires tels 
5 qu'obtenus par lyse des cellules et recuperation des produits 
solubles ou insolubles. Ces extraits sont 6galement appelfes 
dans les exemples extraits antigeniques totaux. Par ces 
expressions "extraits polypeptidiques totaux" . ou "extraits 
antigeniques totaux" , on dfesigne les produits tels qu'obtenus 
10 par lyse des formes parasitaires, qu'ils soient de nature 
proteique, lipidique ou saccharidique. 

II s'agit en particulier d' extraits polypepti- 
diques totaux de formes promastigotes de court terme et tout 
specialement d 1 extraits polypeptidiques totaux de formes 
15 amastigotes a differentes phases de leur croissance in vitro . 

Ces extraits sont caracteris£s par leur profil 
peptidique tel que revele de maniere classique en gel de 
polyacrylamide SDS-PAGE, en condition rfeductrice ou non, ou 
sur gel de polyacrylamide en condition non denaturante, comme 
20 decrit dans les exemples pour certaines especes de 
leishmanies. 

L ' invention vise egalement les fractions et les 
determinants antigeniques , proteines, glucides ou lipides, 
elues ou isoles a partir de fractions de ces extraits. 

25 Les fractions et determinants antigeniques de ces 

extraits reconnus, selon une reaction du type antigene- ; 
anticorps, par des serums d'animaux immunises avec les 
extraits polypeptidiques totaux ou des serums d 1 infections 
naturelles ou experimentales sont particulierement pr£f6res au 

30 regard des applications immunologiques visfees par I 1 invention, 
et notamment les fractions et determinants antigeniques 
specif iques de base. 

Des produits de ce type correspondent aux antigenes 
exprimes a la surface des formes amastigotes et aux antigenes 

35 somatiques presents au niveau de la poche flagellaire ou de 
type vacuolaire comme mis en evidence par les techniques 
d 1 immunofluorescence . 

Les molecules purifiees ou semi-purif i€es et les 
solutions enrichies specif iquement en un ou plusieurs de ces 
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molecules entrent egalement dans le cadre de 1 1 invention 
provenant de lyses naturelles. 

D 1 autres produits presentant un grand interet au 
regard des applications biologiques selon 1 1 invention 
5 correspondent aux antigenes d'excr6tion tels qu'obtenus a 
partir des surnageants de culture conditionnfees par les formes 
promastigotes ou par les formes amastigotes cultivees dans les 
conditions axeniques et aseriques de 1 1 invention, provenant de 
lyses naturelles. 

10 II en est de meme des antigenes de dif ferenciation 

secretes durant la dif ferenciation selon le procede de 
1 1 invention des formes promastigotes en formes amastigotes et 
celle des formes amastigotes en formes promastigotes (au cours 
de la realisation du cycle in vitro ) . 
15 Ces produits antigeniques sont recuperes des 

surnageants par simple concentration et dialyse. Ces 
surnageants constituent done une source purifi6e pre-enrichie 
en produits antig6niques. 

L' invention vise egalement les serums d' immunisation 
20 tels qu'obtenus apres administration des extraits, fractions 
et molecules antigeniques d6finis ci-dessus selon les 
techniques habituelles, et les anticorps recuperes a partir de 
ces sferums. 

Elle vise Egalement les serums d ! infection obtenus 
25 par infection d'animaux avec les formes amastigotes 
) inf ectieuses. 

Les taux en anticorps de ces sferums varient selon la 
phase du stade parasitaire et sont plus Aleves contre la phase 
stationnaire des formes amastigotes . 
30 Les anticorps de 1' invention sont caracterises en ce 

qu'il reconnaissent les peptides specif iques de formes 
'parasitaires amastigotes ou promastigotes en dormant lieu a 
une reaction de type antigene-anticorps . 

De tels anticorps comprennent ceux ne reconnaissant 
35 specif iquement que les antigenes d'une forme parasitaire, 
amastigote ou promastigote, appartenant a une espece 
homologue, e'est-a-dire a la meme espece que celle utilisee 
pour leur obtention, la forme reconnue etant celle contre 
laquelle ils ont 6te formes. 
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II s 1 agit par exemple des anticorps formes centre 
une forme amastigote de leishmanie d 1 une espece donn^e et qui 
ne reconnaissent sp^cifiquement que les peptides antigeniques 
des formes amastigotes de cette espece de leishmanie. 
5 Les anticorps de 1 ' invention comprennent egalement 

ceux qui presentent en outre une faible reconnaissance pour 
1' autre forme parasitaire de 1' espece consideree. 

On citera par exemple les anticorps anti-amastigotes 
reconnaissant, dans une mesure plus faible, des antigenes des 

10 formes promastigotes de la meme espdee. 

D'autres anticorps encore de 1 1 invention sont en 
outre capables de reconnaitre, mais dans une mesure plus 
faible , les formes parasitaires d'une espece h£terologue, ou 
d'un autre genre comme t. cruzi . Des anticorps de ce type 

15 correspondent par exemple a des anticorps anti-amastigotes 
d'une espece de leishmanies reconnaissant des peptides 
amastigotes d'une autre espece de leishmanies, 

Selon un autre aspect, 1' invention vise les 
anticorps monoclonaux tels qu'obtenus avantageusement selon 

20 les techniques classiques de fusion d'une lign6e cellulaire 
avec les lymphocytes de la rate ou de ganglions d'un animal 
immunise par injection d'un extrait peptidique total, d'une 
fraction ou d'une mo!6cule antigenique telle que d6finie ci- 
dessus par criblage des surnageants des hybridomes obtenus, 

25 par exemple selon la technique Elisa ou IFI de maniere a 
reveler les anticorps dirigfes spfecif iquement contre une forme 
parasitaire d'une espece, ainsi que les clones d 1 hybridomes 
secretant ces anticorps monoclonaux. 

Ces anticorps constituent des outils pour separer ou 

30 isoler selectivement des antigenes specif iques d'especes ou de 
stades a partir d'un milieu les contenant et notamment a 
partir des extraits polypeptidiques totaux evoques ci-dessus 
par des techniques d ' immunoaf finite. 

La reaction des immunserums ci-dessus avec des 

35 fractions et molecules antigeniques provenant d'une phase 
donnee du developpement de la forme parasitaire permet 
d' identifier et d' isoler des antigenes specif iques de ce 
stade . 
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La possibility de produire massivement, grace a 
l f invention, des formes amastigotes de culture rend possible 
1* extraction des ARN totaux et messagers et, a partir de ceux- 
ci, la realisation d'une banque d'ADNc. 
5 Selon encore un autre aspect, 1' invention vise done 

les ARN totaux tels que recuperes a partir de cultures 
parasitaires d 1 amastigotes ou de promastigotes, les ARN-m et 
les ADNc correspondants • 

Par comparaison avec une banque d 1 ADNc de formes 
10 promastigotes correspondantes , on met alors en evidence des 
peptides specif iques d'un stade parasitaire donne et I 1 on 
procede a leur synthese le cas fecheant par genie genetique. 

L'obtention conformement a 1' invent ion, de formes 
amastigotes extracellulaires infectantes in vitro et in vivo r 
15 ayant des caracteristiques morphologiques biologiques et 
biochimiques analogues a celles des formes amastigotes 
intracellulaires, ouvre de nouvelles et nombreuses 
applications dans les domaines de la recherche et de 
1' Industrie. 

20 Les formes parasitaires de 1 1 invention sont ainsi 

particulierement utiles comme modeles experimentaux pour 
effectuer un premier criblage in vitro de produits 
susceptibles d'etre actifs & leur 6gard in vivo , 

Le procece de criblage de 1 1 invention comprend: 
25 - la mise en contact avec les produits a tester des 

formes parasitaires, plus specialement des formes amastigotes 
telles que cultiv6es en conditions axfenique et notamment 
aserique, et des formes promastigotes telles que cultivees en 
milieu completement dfefini, 

- 1 9 incorporation de nucleotides ou d ' acides amines 
marques par un groupe radioactif, par exemple de la thymidine 
tritiee, pour determiner 1 ' activite des produits a tester ou 
la realisation de tests de viabilite utilisant par exemple un 
sel de tetrazolium comme le MTT. 

Dans l'etape de mise en contact, les formes 
parasitaires sont utilisees a des concentrations de 106 
parasites/ml et l f activite des medicaments est etudiee a des 
concentrations croissantes. 
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Les produits a "tester peuvent etre avantageusement 
marques, par exemple par un groupe radio-actif f pour ■ 
determiner les mecanismes d' action et le flux des drogues. 

L ' invention f ournit ainsi un module permettant de 

5 comparer, si on le souhaite, l f activite in de 

medicaments sur la forme promastigote et sur la forme 
amastigote a diffferentes phases de leur croissance d'un 
parasite donne, et de tester cette activity sur .la forme meme 
qui se trouve chez 1 1 hote . 
10 Elle permet de mieux caract^riser 1 1 activite 

medicamenteuse en mettant en evidence soit un effet lytique 
( leishmanicide ou trypanocide) , soit un effet inhibiteur de la 
multiplication ( leishmaniostatique ou trypanostatique ) du 
produit . 

15 L* utilisation de ces formes parasitaires en tant que 

modeles experimentaux permet egalement d'etudier la 

chimioresistance des parasitoses. 

On salt en effet que la resistance aux medicaments 

constituent actuellement un probleme important- L ' etude des 
20 m6canismes conduisant & cette resistance, r endue ais6ment 

possible en utilisant les modeles de l f invention, presente 

done un grand interet. 

L f invention vise 6galement un kit pour le criblage 

de produits susceptibles d'etre utilises pour le traitement de 
25 parasitoses, plus specialement de leishmanies ou de la maladie 

de Chagas . 

Ce kit comprend un support tel qu'une plaque 
multipuits renfermant les formes parasitaires sur lesquelles 
on souhaite tester 1' activite ou produit & etudier, certaines 
30 de ces formes etant utilisees comme temoins, et des reactifs 
pour determiner 1 ■ activite medicamenteuse du produit sur les 
formes parasitaires* 

Comme indique plus haut, les travaux effectues 
jusqu'a present n'ont pas permis d f identifier de maniere 
35 satisf aisante les parasitoses. 

Chez I'homme, ou chez les animaux et notamment chez 
le chien, on etablit le plus souvent le diagnostic par exemple 
de leishmaniose soit en isolant le parasite et en 
1 1 identif iant ( examen parasitologique ) , soit en detectant des 
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anticorps (circulants specif iques) dans le serum (tests 
immunoserologiques ) . 

La culture industrielle des formes amastigotes en 
condition axenique et as§rigue et en 1' absence de 
5 macromolecules, permet de disposer d'une source abondante 
d'outils de diagnostic de grand int6ret. 

lis permet tent ainsi de detecter de maniere precoce, 
avec une grande sensibilite et une specifite elevfee, des 
anticorps circulants diriges contre les parasites . 
10 L ' invention vise done une m^thode de diagnostic 

d'une parasitose chez l'homme ou 1' animal, plus specialement 
d'une infection due a des leishmanies ou £ T. cruzi r ou de 
j leur detection et identification chez 1 ' insecte vecteur 

caracterisee en ce qu 1 elle comprend : 
15 - la mise en contact d'un 6chantillon biologigue 

provenant du patient ou de 1' animal a examiner avec une forme 
amastigote de culture axfenique et aserique ou une forme 
promastigote de culture aserique comme d6fini ci-dessus, ou 
d'un extrait polypeptidique total de ces formes amastigotes ou 
20 promastigotes, ou d'un ou plusieurs antigenes specif iques de 
cet extrait , purifies ou semi -purifies, 

- la detection du complexe immunologique. 
L'echantillon biologigue est plus specialement un 
fluide biologique tel que le sang, le serum ou 1' urine. 
25 Lorsqu'on utilise un antigene figure purifie ou 

) semi-purifie, celui-ci est immobilise sur un support. 

On a recours par exemple a des billes de latex , des 
plaques Elisa ou des lames de fluorescence. 

La revelation de la reaction peut etre directe par 
30 agglutination macroscopique dans les tests d ' agglutination 
directe ou indirecte en faisant reagir un anticorps conjugufe a 
la fluoresceine (technique d ' immunofluorescence indirecte) ou 
a une enzyme comme la peroxydase ou la phosphatase alcaline 
(tests ELISA). 

Une reaction positive permet done de diagnostiquer 
la presence d' anticorps circulants chez le patient ou 1 ' animal 
examine . 



35 
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L 1 invention vise egalement un kit: pour la mise en 
oeuvre d'une m^thode de diagnostic d'une parasitose, comme 
defini ci-dessus, chez l'homme ou 1' animal. 

Ce kit est caracterise en ce qu f il comprend : 
5 - les reactifs antigeniques sous forme immobilisee, 

a savoir les formes amastigotes de culture axenique ou de 
culture axenique et aserique ou les formes promastigotes de 
culture definie, les extraits polypeptidiques totaux obtenus a 
par-tir de ces formes ou les antigenes specif iques de ces 
10 extraits avec, le cas ech6ant, 

- un temoin positif, constitue par un serum de titre 

connu, 

- un temoin negatif, ainsi que 

les tampons et reactifs utilisables pour la 
15 revelation de la reaction immunologique. 

La detection des anticorps circulants anti-parasites 
chez un patient ou un animal peut etre realisee en mettant en 
competition avec les anticorps de 1 ' 6chantillon, un anticorps 
specif ique de l'antigene, en particulier un anticorps 
20 monoclonal. Cet anticorps comporte avantageusement un 
marqueur, par exemple un groupe radioactif ou enzymatique. 

En variante, la m£thode de diagnostic est basee sur 
la mise en evidence de la presence des determinants 
antigeniques des formes parasitaires (detection des antigenes 
25 circulants ) • 

Dans cette variante, 1 ? 6chantillon biologique 
provenant de l'homme ou de 1 1 animal est mis en contact avec 
des anticorps specifiques dirig&s contre les antigenes de la 
forme parasitaire, ou des fragments de ces anticorps. 
30 La detection de la reaction immunologique est 

realisee par exemple en utilisant le meme anticorps mais 
marque . 

On notera avec interet que la possibility fournie 
par 1' invention de detecter des antigenes circulants, c'est-a- 
35 dire ceux qui apparaissent rapidement chez le sujet infecte, 
permet d'effectuer un diagnostic precoce de la maladie. 

On utilise les anticorps diriges contre les formes 
promastigotes ou amastigotes, en particulier des anticorps 
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monoclonaux, ces formes provenant de parasites de differences 
especes de leishmanies comme L» infantum ou T. cruzi- 

Un kit de diagnostic correspondant comprend : 

- une phase solide approprifee servant de support 
5 pour la reaction immunologique, telle qu ' une plaque de micro- 
ti tration, 

- une preparation d'anticorps selon 1 1 invention tels 
que dfefinis ci-dessus, ou de fragments de ces derniers, 
immobilises sur un support, 

10 - un t6moin positif , constitufe par un s6rum de titre 

connu , 

- un t6moin negatif, ainsi que 

- les tampons et reactifs utilisables pour la 
realisation de la reaction immunologique et notamment 

15 1 1 anticorps homologue marque* 

Selon un autre aspect, les outils de diagnostic de 
l f invention permettent d'effectuer un diagnostic differentiel 
entre plusieurs parasitoses. 

On observe en effet aussi bien chez I'homme que chez 
20 1' animal, par exemple les rongeurs, des reactions croisees 
entre I - cruzi r T. rangeli (trypanosome non pathogene chez 
I'homme) et des leishmanies viscerales ou cutanees. 

L'6tude des formes parasitaires de l f invention, des 
extraits polypeptidiques totaux et . des antigenes specif iques 
25 dfefinis plus haut a mis en evidence leurs fortes proprietes 
) immunbgfeniques . 

L 1 invention vise done 6galement leur utilisation en 
tant qu' agents protecteurs vis-a-vis de parasitoses, plus 
specialement de leishmanioses et de la maladie de Chagas* 
30 Les compositions de vaccins de 1 1 invention sont 

caracterisees en ce qu'elles sont 61aborees a partir des 
formes amastigotes ou de formes promastigotes de culture 
axenique et aserique, en 1 1 absence de macromolecules , comme 
defini ci-dessus, a differentes phases de leur croissance, ou 
35 de leurs constituants , en association avec un vehicule et/ou 
un adj uvant d ' administration . 

Les constituants des formes amastigotes ou 
promastigotes en question comprennent les extraits 
polypeptidiques totaux obtenus par lyse de ces formes 
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parasitaires. lis comprennent egalement les 
fractions antigeniques et les antigenes protecteurs 
specifdques isoles a partir des formes parasitaires, mais 
aussi a partir des surnageants de cultures conditionnes par 
5 les parasites lorsqu T ils sont cultives en milieux completement 
d^finis. 

L 1 administration de ces agents de protection a 
1'homme ou 1 1 animal permet de leur conf6rer une immunite 
globale contre les parasitoses dans lesquelles ils 
10 interviennent dans le processus d' infection naturel. 

Leur effet avantageux a 6te mis en evidence 
sp&cialement au niveau de la r6ponse immunitaire & mediation 
cellulaire favorisant la stimulation des lymphocytes T 
secrfetant 1 1 interleukine 2 , et 1 1 interferon gamma ( THi ) ou 
inhibant 1 ' activation des cellules T secretant les 
interleukines 4 et 5 ( TH2 ) . 

Ces agents de protection sont avantageusement sous 
forme lyophilisfee. 

Dans le cas d'extraits polypeptidiques totaux, les 
compositions de vaccins sont administr6es par la voie sous- 
cutanee a raison de 100 a 1000 yg chez l'homme et de 100 a 500 
\xg chez le chien en presence d 1 adjuvants tel que le 
muramyldipeptide ou la saponine ou en presence de cytokine 
comme 1 1 interferon gamma . 

Les antigenes d ? excr§tion-secr6tion des surnageants 
de culture m6tabolis6s par les formes amastigotes de 
1 f invention off rent une strategie originale dans le 
developpement de vaccins contre les maladies parasitaires. 

On soulignera en particulier leur intferet pour 
elaborer des vaccins contre les leishmanioses viscerales, 

canines ou humaines (l^ infantum et L. chap agi ^. n s 

correspondent en effet avantageusement aux formes presentes 
chez l f hote infecte. 

Les differentes experimentations effectuees ont 
permis de mettre en evidence leurs proprietes immunogenes et 
leur effet protecteur chez l'homme ou 1' animal. 

Pour preparer des vaccins a partir desdits 
antigenes, ou exoantigenes, on utilise les surnageants 
concentres dialyses de cultures d ' amastigotes , ou les cultures 
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elles-memes contenant les parasites et les surnageants, les 
parasites etant tues par exemple par traitement thermique, ou 
des extraits de ces solutions. 

Ces produits sont utilises avec des adjuvants comme 
5 le MDP ou des cytokines, comme 1' interferon gamma. 

On a recours a un protocole d * immunisation a long 
tenne ou a court terme. Le protocole a long terme est par 
exemple realise par injection toutes les trois semaines de la 
preparation vaccinale, aux jours j = 0, j = 21 et j = 42. 
10 Pour un protocole & court terme, on realise par exemple deux 
injections a 15 jours d ' intervalle. 

Avant 1 ' 6preuve virulente, pour l 1 animal , on v&rifie 
que T irnmunite d 1 hypersensibilite a mediation cellulaire a 
bien ete induite vers 1 1 activation des cellules TH1 secretant 
15 1 ' inter leukine 2 et 1' interferon gamma. 

Ces analyses peuvent etre fegalement r6alis6es chez 
l'homme au terme de 1 1 immunisation. 

. On rapporte dans les exemples qui suivent d ' autres 
caracteristiques et avant ages de l f invention. 
20 Dans ces exemples, il est fait reference aux figures 

1 a 13, qui reprfesentent respectivement : 

- la figure la et lb, les courbes de dif f erenciation 
des formes promastigotes en formes amastigotes et de 
croissance des parasites pour L , amazonfinsiR ; 

25 - la figure 2, le pourcentage de formes amastigotes 

de L- mfixicana a diffferentes temperatures de culture, 

- les figures 3a et 3b, les cinetiques de culture 
des formes, amastigotes de differentes leishmanies cutanees et 
cutaneo-muqueuses (3a) et d'une leishmanie viscerale (3b). 

30 - les figures 4a a 4c, les cinfetiques de culture de 

formes promastigotes de leishmanies cutanees et cutaneo- 
muqueuses de leishmanies viscerales et de T . nmzi r 

- la figure 5 a, les caracteristiques cytologiques 
et la figure 5 b les caracteristiques ultrastructurales des 

35 formes amastigotes de culture de leishmanies, 

les figures 6a et 6b, les analyses 
electrophoretiques en gel de polyacrylamide SDS-PAGE des 
profils polypeptidiques totaux de formes amastigotes de lesion 
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et: de culture selon 1' invention, et de formes promastigotes de 
differentes leishmanies, 

les figures 6c et 6d, les analyses 
electrophorfetiques en gel d'empreinte des activit§s 
5 prot6asiques de ces formes, 

- les figures 7a & 7d, les analyses indiqufees ci- 
dessus, mais concernant des leishmanies viscerales, 

les figures 8a et 8b, 1 ' analyse, des profils 
antig^niques de leishmanies par la technique d 9 immunoblotting 
10 a 1 ' aide de serums d ' immunisation de lapin homologue, 

les figures 9 et 10, les cinetiques de 
dif f erenciation de formes amastigotes obtenues selon 
1 ' invention en formes promastigotes, respect ivement, pour des 
leishmanies cutan6es et cutaneo-muqueuses, et pour des 
15 leishmanies viscerales, 

les figures 11 et 12, les cinetiques 
d 1 incorporation de [ 35 S] methionine par les prot&ines totales 

ou d' excretion- secretion de L. infantum et L_. amazonensis, 

respectivement , et 
20 - la figure 13, le degrfe de resistance a la 

pentamidine de formes parasitaires de mexicana 

Les exemples 1 a 3 se rapportent a des milieux de 
culture axeniques, ou axfeniques et as^riques, mais contenant 
des macromolecules . Ces milieux sont d6crits & toutes fins 
25 utiles des lors qu'ils sont utilisables lors de 1 1 adaptation 
d'une forme parasitaire dans un milieu donne et sont remplacer 
ensuite avantageusement , au cours des passages . successifs, par 
des milieux axeniques et as6riques, d6pourvus de molecules non 
dialysables a un seuil de coupure de 3 kDa. Selon 
30 l 1 application envisag6e pour les formes parasitaires, ils 
peuvent etre mis en oeuvre dans l'une ou plusieurs Stapes de 
realisation du cycle evolutif d'une forme parasitaire. 

ExempJ ft 1 : Elaboration d'un milieu de culture 
acellulaire pour formes amastigotes de leishmanies cutanees ou 
35 cutaneo-muqueuses ou de T . cruzi , 

On rapporte dans le tableau 1 suivant la formulation 
d'un milieu de culture supportant la croissance des formes 
amastigotes en conditions axenique de differentes especes de 
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leishmanies responsables de leishmanioses cutanees et cutaneo- 
muqueuses et de differentes souches de T. cruzi. 
Tableau 1 

5 Constituants Quantit6s pour 1 litre 



Milieu de base 

- Milieu 199H R (xlO) (avec 

sels de Hanks)* 100 ml 

10 - Trypto-caseine de soja R 5 g 

- NaHC03 °> 35 9 

- L-glutamine 0,75 g 

\ - HEPES 5,95 g 

- D( + ) glucose 2,50 g 

15 - H20 Q.S. 800 ml 

additlfs 

- Hfemine bovine 0,015 g 

- S§rum de veau foetal 200 ml 

20 * milieu 199 H commercialism par Gibco BRL, 
r6f 042-01181 du catalogue de 1994. 

Ce milieu, appelfe dans la suite des exemples Ml, est 
prepare comme suit : 

25 A 100 ml de milieu 199H (avec sels de Hanks), 

concentre 10 fois, sont additionnes successivement dans les 
proportions indiqufees dans le tableau, la trypto caseine de 
sojaR, le bicarbonate de sodium, la L-glutamine, 1 'HEPES et le 
D( + ) glucose. Le volume du milieu est alors ajust& a 800 ml 

30 avec de l'eau d6sionisee-distillee. Ce milieu de base est 
conserve pendant plusieurs mois a -20 °C. Lors de son 
utilisation, l'hemine bovine (0,023 mM) et le serum de veau 
foetal (200 ml) prealablement decomplfemente (56°C pendant 30 
minutes) sont ajoutes aux 800 ml de milieu de base. Le milieu 

35 Ml resultant, conserve a 4°C, peut etre utilise durant 3 
semaines sans alteration de ses proprietes. Le pH du milieu 
est de 6,5 ± 0,1 et la valeur de 1 ' osmolarite a ete determinee 
a 443,3 ± 2,3 milli osmoles par kg d'eau. 
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On rappelle que les sels de Hanks repondent a la 
composition suivante : CaCl2, 2H20 (1,8 g/1), KC1 (4 g/i), 
KH2PO4 (0,6 g/1), MgS04, 7H20 (2 g/1), NaCl (80 g/1) et Na 
HPO4, 7H20, (0,48 g/1)- Les concentrations indiquees 
5 correspondent au milieu 199H 10X. 

Exam ple 2 : Elaboration d'un milieu de culture 
acellulaire pour formes amastigotes de leishmanies viscerales. 

On additionne au milieu Ml decrit ci-dessus de la L- 
cyst^ine (3 mM) et de 1 1 acide bathocuproine disulfonique (0,01 
10 mM). La composition du milieu obtenu, appel6 ci-apres milieu 
M2, est donnee dans le tableau 2 suivant : 

Tableau 2 



Cons t i t uan t s Quant i t 6 s 

15 

- Milieu Ml 1000 ml 

- L-cysteine 3 mM 

- acide bathocuproine disulfonique 0,01 mM 



20 Exemplfi 3 : Elaboration de milieux de culture ax Uniques et 
as£riques pour formes amastigotes de leishmanies. 

Des milieux completement d6finis supportant la 
croissance des formes amastigotes de leishmanies en conditions 
axenique et aserique ont ete mis au point* Pour les formes 

25 amastigotes, le serum de veau foetal du milieu Ml ou M2 est 
remplace par un complexe albumine de serum bovin (BSA) - acide 
linoleique a raison de 20 pg d 1 acide linoleique par ml de 
milieu Ml ou M2. Le pH du milieu est de 6,5 ± 0,1 et la valeur 
de l'osmolaritS a 6te determinee a 467 ± 2,9 milliosmoles par 

30 kg d'eau. 

On rapporte dans le tableau 3 ci-apres la 
composition correspondante du milieu obtenu, appele M3. 
Tableau 3 



35 Constituants Quantitfes 



Ml ou M2 sans SVF 100 ml 

BSA - acide linoleique 0,002 % 

(P acide linoleique /V) 
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fypmplp 4 : Elaboration d'un milieu de culture 
acellulaire et as6rigue, depourvu de macromolfecules (composfe 
de molecules dialysables a un seuil de coupure de 3 kDa) pour 
5 formes axnastigotes . 

On rapporte dans le tableau 4 la formulation d'un 
milieu selon 1 ' invention pour la dif f erenciation et la culture 
de formes axnastigotes de leishmanies cutan&es, cutaneo- 
mugueuses et viscferales et de diff6rentes souches de T. cruzi . 
10 Tableau 4 



Constituants Quantites pour 



environ 800 ml 



15 Milieu de base 

- Milieu 199H R (xlO) (avec 

sels de Hanks)* 100 ml 

- Trypto-cas&ine de soja R 5 g 

- NaHC03 0,35 g 

20 - L-glutamine 0,75 g 

- HEPES , 5,95 g 

- D( + ) glucose 2,50 g 

- H20 Q.S. 800 ml 

- Milieu 199 H modifi^R (x 10)** 4 ml ( 5 % ) 
25 . additif s 

- Heroine bovine 0,009 mM 

- glutathion r6duit 0,08 mM 

- solution de vitamines (X 100) 2 % 



30 * milieu 199 H commercialise par Gibco BRL, 
r6f 042-01181 du catalogue de 1992 

** milieu 199 H modifie commercialise par Flow Laboratoires , 

ref 14230-54 du catalogue de 1992. 

Ce milieu, appele dans la suite des exemples MAI , 
35 est prepare comme suit : 

On elabore tout d'abord le milieu de base suivant : 
A 100 ml de milieu 199H (avec sels de Hanks), 

concentre 10 fois (ou 10 x), tel que commercialise par Gibco 

BRL, sont additionnes successivement dans les proportions 
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indiquees dans le tableau, la trypto caseine de soja R , le 
bicarbonate de sodium, la L-glutamine, 1 ' HEPES et le D( + ) 
glucose. Le volume du milieu est alors ajuste a 800 ml avec de 
l'eau desionisee-distillee. On ajoute alors du milieu 199 H 
5 modifie concentre dix fois, tel que commercialise par Flow 
Laboratories, prealablement chauffe a 56 °C pendant 45 minutes. 

Ce milieu de base est conserve pendant plusieurs 
mois a -20 °C. Lors de son utilisation, on ajoute aux 800 ml de 
milieu de base l'h6mine bovine (0,009 mM), le glutathion 

10 reduit (0,08 mM) tel que commercialise par Boehringer Mannheim 
sous la reference 127744 et une solution de vitamines (2 %), 
concentree 100 fois, telle que celle commercialisee par Gibco 
BRL, ref 12414-017. Cette solution comporte les vitamines 
suivantes avec les concentrations indiquees entre parentheses: 

15 biotine (0,4 mg/L), pantothenate de calcium D (0,5 mg/L), 
chlorure de choline (6 mg/L), acide folique (2 mg/L), i- 
inositol (70 mg), nicotinamide (2 mg/L), acide para- 
aminobenzoique (2 mg/L), pyridoxine-HCl (2 mg), riboflavine 
(0,4 mg/L), thiamine-HCl (2 mg/L) et vitamine B12 (0,01). 

20 Le milieu MAI resultant, conserve a 4°C, peut etre 

utilise durant 3 semaines sans alteration de ses proprietes. 
Le pH du milieu est de 6,5 ± 0,1 et la valeur de I'osmolarite 
a ete determinee a 412,3 ± 3,1 milli osmoles par kg d'eau. 

Kypn^plf* R : Elaboration d'un milieu de culture selon 

25 l'exemple 4 appropri£ pour des formes amastigotes de 
leishmanies viscferales. 

On additionne si necessaire a 1000 ml du milieu MAI 
de l'exemple 4 de la L-cysteine (3 mM) et de 1 ' acide 
bathocuproine disulfonique (0,01 mM) 

30 EyffmpTpi fi : Elaboration de Milieux de culture 

ax&niques et as&riques, d6pourvus de macromolecules pour les 
formes promastigotes. 

Le milieu aserique congu pour la culture des formes 
promastigotes est constitue d'un melange de milieux de culture 

35 commercialises. A un litre de milieu RPMI 1640 concentre 1,1 
fois et contenant 5,95 g d'Hepes, on ajoute 20 ml de milieu 
199H (avec sels de Hanks) modifie et 0,5 mg d'hemine bovine. 
Ce milieu est conserve 15 jours a +4°C sans alteration de ses 
proprietes. Le pH du milieu est de 7,2 ± 0,1 et la valeur de 
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1 'osmolarite a ete determinee a 353 ± 3 milliosmoles par kg 
d 1 eau . 

La formulation pour un litre du milieu de culture 
supportant la croissance des formes promastigotes de 
5 leishmanies en condition aserique est rapportee dans le 
tableau 5 ci-apres et est appel6 MP. 

Tableau 5 



10 
15 



Constituants Quantitfes 

RPMI 1640 (1,1 X). 1000 ml 

avec L-glutamine et HEPES 

Milieu 199H modifife* (10 X) 2 % (P/V) 

Hemine bovine 0,0005 % (P/V) 



* milieu 199 H de Gibco BRL cit6 plus haut 

Exffmp.lf* Z : Adaptation et culture de formes 

amastigotes de leishmanies en condition ax&nique. 

20 Les formes promastigotes de differentes especes de 

leishmanies sont mises en culture, puis sont dif f erencifees en 
formes amastigotes . 

On indique ci-apr6s les rfesultats de travaux 
effectues sur 19 souches de leishmanies. 

25 a. souches de leishmanies 

Les principales caract6ristigues (pays, botes, annee 
d'isolement et especes) sont resumees dans le tableau 6 
suivant. La caracterisation subspecif ique des differentes 
especes de leishmanies a 6te r£alis£e par typificatioh 

30 genetique en analysant plus de 10 loci isoenzymatigues 
variables . 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



Designation & Source 



Especes 



Nombre 
de 

passages 



Nombre 
amastigotes 
(xl07/ml) 



MHOM/BR/79/LI-01 


L. 


chaoasi - 


75 


7,2 


MHOM/MA/67/JTMAP 


L. 


infantum 


39 


7,3 


Clone 1 263 










MHOM/MA/ 2 7 / JTMAP 


L. 


. infantum 


48 


6,9 


Clone 7 263 










MHOM/IN( — )/61/L-13 


L. 


donovani 


64 


5,9 


MHOM/ — /--/IT-2217 


L. 


donovani 


56 


6,1 


MHOM/IN/80/Ldd 8 Cl2 


L. 


donovani 


44 


5,9 


MHOM/IN/80/Ldd 8 Cl2 


L. 


donovani 


41 


4,8 


R60 










MNYC/BZ/62/M-379 


L. 


mexicana 


167 


7,5 


MHOM/BO/83/LPZ-155 


L. 


mexicana 


97 


6,2 


MHOM/BR/76/LTB-012 


L. 


amazonensi <=: 


149 


7,2 


MHOM/BR/73/M-2269 


L. 


amazonensis 


89 


5,1 


MHOM/BR/75/M-2904 


L. 


braziliensis 


145 


6,3 


MHOM/BO/90/CS 


L. 


braziliensis 


64 


6,2 


MHOM/BO/90/AN 


L. 


braziliensis 


37 


5,9 


MH0M/BR/75/M-4147 


L. 


guyanensis 


94 


6,6 


MHOM/BR/78/M-5378 


L. 


guyanensis 


42 


5,4 


MCHO/PA/00/M-4039 


L. 


panamensis 


85 


5,9 


MHOM/PA/71/LS-94 


L. 


panamensis 


74 


5,2 


MHOM/EQ/91/A-8044 


L. 


panamensis 


39 


4,8 



b. culture des formes promastigotes 

Les formes promastigotes de ces differences souches 
de leishmanies sont cultiv6es aux fins d • adaptation a 26 ± 1°C 
dans un milieu synthfetique monophasique liquide, le RPMI 1640, 
additionne de 10 % de serum de veau foetal (en abrege SVF) 
prfealablement decomplemente a 56°C pendant 30 minutes. 

La composition du milieu est la suivante : 

- RPMI 1640 10,40 g 

- HEPES 5,95 g 

- NaHC03 2,20 g 

- H20 900,00 ml 
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Le pH est a juste a 7,2 avec de la soude IN ; le 
milieu est sterilise par filtration sur une membrane Millipore 
R de 0,22 ym de porosite et peut etre conserve ainsi pendant 
un mois a 4°C. Lors de son utilisation, 100 ml de SVF 
5 decompl6ment6 sont ajout6s. 

Les souches de leishmanies sont maintenues en 
culture routiniere par deux repiquages hebdomadaires qui 
consistent a ensemencer des formes promastigo.tes de phase 
exponentielle ( 5 x 105 parasites par ml ) dans 5 ml de milieu 
10 en flacon de culture de 50 ml. Les differentes souches sont 
conservees par cryocongelation a -180°C en presence de 5 % de 
DMSO . 

c. Diff^renciation in vitro des formes promastiqotes 
en. formes flmastigotes : 

15 5 x 10? formes promastigotes, de fin de phase exponentielle, 
de leishmanies, obtenues comme indiqu6 ci-dessus, sont 
ensemenc6es dans 10 ml du milieu de culture Ml pour les 
promastigotes de leishmanies cutanfees ou cutan6o-muqueuses et 
du milieu M2 pour celles de leishmanies viscerales. 

20 Aux diff6rents jours de la cin6tique de 

dif f erenciation, 20 ]xl de la suspension parasitaire sont 
deposes sur une lame, seches rapidement puis fix&s au methanol 
absolu et color6s selon la mfethode de Giemsa. Le pourcentage 
de formes amastigotes est d6termin6 par comptage du nombre de 

25 formes amastigotes par rapport au nombre total de parasites en 
microscopie photonique (x 400) dans 20 champs successifs. 

Ces cultures sont realisees a une temperature 
comprise entre 28 et 36 °C. 

En operant comme indique ci-dessus, on a realise des 

30 essais en dupliquette a 28, 32, 34 et 36 °C avec L.mexicana et 
L.amazonensis et 28 et 32°c avec L.braziliensis, l. gruyanensis 
et L. panamensis. 

Les differentes courbes de dif f erenciation obtenues 
en fonction de la temperature, lors d'un premier passage en 

35 milieu Ml montrent que, d'une maniere generale, dans les 
conditions de ces experiences, 

- la croissance in vitro (nombre de parasites par 
ml ) des organismes etudies ne semble pas reellement alteree 
par 1 * augmentation de la temperature d 1 incubation de la 
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culture. Seule la cinetigue de multiplication de L - amazonensis 

a 36°C est fortement ralentie ; 

la vitesse de dif f erenciation (% de formes 

amastigotes au cours du temps ) ainsi que les pourcentages de 
5 formes amastigotes, determines au huitieme jour de la culture, 

augmentent signif icativement et de fagon correlee avec 

l f Elevation de la temperature d 1 incubation; 

plus de 90 % des formes promastigotes sont 

trans formees en formes amastigotes au terme des differentes 
10 cin6tigues de dif f erenciation et ceci, pour des temperatures 

d' incubation sup6rieures ou egales & 32°C. 

Afin d'illustrer les resultats obtenus, on a 

rapporte, sur les figures la et lb, le nombre de parasites par 

ml (0) et le pourcentage de formes amastigotes (•) en fonction 
15 du temps (en jours) pour L.mexicana a 34 et 36 C C. On constate 

une dif f erenciation elevee en formes amastigotes, qui augmente 

avec la temperature. 

Dans les memes conditions, mais en utilisant un 

milieu M2, on a 6tudie la dif f erenciation de leishmanies 
20 viscerales comme II. chagasi et 1^ donovani . On obtient des 

pourcentages analogues de formes amastigotes. 

On notera que pour des temperatures superieures ou 

egales a 32 °C, la transformation des formes promastigotes en 

formes amastigotes est totale en 4 jours apres un nombre de 
25 passages qui varie selon les especes de leishmanies etudiees 

et qui decrolt lorsque la temperature d f incubation s'eleve. l\ 

32 °C, 3 ou 4, 6 & 8 et 8 ou 9 repiquages sont respect ivement 

necessaires pour les leishmanioses cutanees, cutaneo-muqueuses 

et viscerales, alors que 2 ou 3 et 7 passages & 36 °C pour les 
30 leishmanioses cutanees et viscerales 6tudi6es comme represents 

sur la figure 2 qui donne le pourcentage de formes amastigotes 

en fonction du nombre de passages pour L. mexicana a 34°C et a 

36°C. 

d. Cinfetioue de croissance des formes ama stigotes 
35 Des courbes de cinetique de culture des formes 

amastigotes de differentes especes de leishmanies ont ete 
etablies a differentes temperatures. On rapporte sur les 
figures 3a et 3b les resultats obtenus apres au moins 25 
repiquages de 5 x 106 formes amastigotes dans 10 ml de milieu 
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Ml, a 32 °C pour I,. hraziliensis (•) , L. guyanensiS ( — ) et 
panamensis ( — O— ) et a 32°C et 36°C pour L. nhagasi . 

Les trois phases caracteristiques du cycle de 
croissance cellulaire observees classiquement au cours de la 
culture des formes promastigotes sont retrouvees : 

— une phase de latence (2 jours), 

une phase exponentielle pendant laquelle les 
parasites se multiplient rapidement (4 & 5 jours selon les 
especes de leishmanies ) , 

une phase stationnaire qui correspond a un 
stade de non division (a partir du 6eme ou 7 erne jour). 

On observe une vitesse de multiplication, calculee 
au cours de la phase exponentielle ( correspondant au temps de 
doublement r6fel ) , sensiblement la meme pour les differentes 
cinfetiques de culture, mais le temps de doublement des formes 
amastigotes est signif icativement different. II varie de 27 a 
32 heures selon les especes 6tudi6es (alors qu'il n'est que de 
16 a 21 heures pour les formes promastigotes correspondantes 
dans les memes conditions d 1 inoculum, du volume de milieu et 
d' aeration). Enfin, les concentrations parasitaires 
d6termin6es & la confluence des cultures de formes amastigotes 
de leishmanies varient dans les conditions de ces experiences, 
de 4,8 & 7,5 x 10? formes amastigotes par ml de culture en 6 
ou 7 j ours selon 1 1 espece dtudiee ( voir tableau 5 ) . 

II est possible de cultiver les formes amastigotes 
des leishmanioses viscerales a 34 °C et meme 36 °C. Les courbes 
de croissance sont semblables a celles obtenues S 32 °C. 

Exemple 8 : 

Environ 10 7 formes amastigotes de fin de phase 
exponentielle des principales especes de leishmanies, 
cultivees en milieu M3 sont encemencees dans 5 ml de milieu 
MAI a differentes temperatures. Des essais en tripliquette a 
32 °C ont 6te realises avec L . mexicana et L . amazonensis et 
L . donovani et a 36°C,pour L. infantum. 

Si les vitamines sont omises dans le milieu, les 
formes . amastigotes sont lysees au bout du Seme repiquage. En 
absence de glutathion reduit les cultures persistent pendant 
15 passages. Le milieu MAI supporte la croissance continue 
( superieur a 40 passages) des formes amastigotes en conditions 
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axenique et aserique des differentes especes de leishmanioses 
cutanees et cutaneo-muqueuses et viscerales. 

Les courbes de cinfetique de culture des formes 
amastigotes des differentes especes de leishmanies ont *6te * 
5 fetablies aux differentes temperatures apres au moins 10 
repiquages de 5 x 105 formes amastigotes par ml dans 5 ml de 
milieu MAI . D'une maniere generale, elles presentent une bonne 
analogie avec celles obtenues en milieu sferique M3 . 

Des cultures massives, permettant une production 

10 importante de formes amastigotes, ont aussi 6te realisees dans 
des flacons de culture de 600 ml (contenant 200 a 300 ml de 
volume utile) apres un passage interm6diaire en boite de 200 
ml (contenant 50 a 75 ml de volume utile)* D'une maniere 
generale, environ 109 parasites laves trois fois sont obtenus 

15 pour 75 ml de culture* 

D'une maniere generale, les formes amastigotes 
cultivees en condition axfenique et as6rique, et en 1 ' absence 
de macromol6cules conservent leur pouvoir infectieux in vitro 
et in vivo » Les profils polypeptidiques et proteasiques sont 

20 analogues a ceux present6s par les formes amastigotes 
cultivees en condition ax6nique (voir les resultats donnes 
pour L. amar.onensis et L. infantum ) . 

On rapporte dans le tableau 7, les principales 
caract6ristiques des souches de leishmanies cultivees en 

25 conditions axenique et aserique, sans macromolecules, sous 
forme amastigote. 
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Tableau 7 



Designation et source espece nombre croissance 







de 


passages 


moyenne 

( x 10 ' /ml ) 


MHOM/MA( BE ) 67/IT-263 


L. 


infantum 


68 


6,1 


MHOM/MA/67/IT-263 
clone 2 


L. 


, infantum 


42 


6,4 


MHOM/MA/67/IT-263 
cione / 


L. 


infantum 


49 


7,0 


MHOM/ . . / . . /IT-2217 


L. 


donovani 


49 


7,3 


MHOM/IN/80/DD8 
clone 2 


L. 


donovani 


26 


6,5 


MHYC/BZ/62/M-379 


Li 


.mexicana 


72 


7,6 


MHOM/VE/76/JAP-78 


L. 


amaz onens i s 


76 


6,9 


MHOM/BR/76/LTB-012 


L. 


amazonensis 


42 


6,9 


MHOM/BR/73/M-2269 


L. 


amazonensis 


85 


5,9 


MHOM/BO/90/CS 


Li 


braziliensis 


16 


5,8 



Example 9 : Adaptation et culture continue des 
formes promastigotes en milieux compl^tement d&finis. 

On indique ci-apres les r^sultats de travaux 
25 effectues sur 25 souches de leishmanies et une souche de !L_ 
cruzi . 

Les principales caracteristiques (pays, hotes, annee 
d'isolement et especes ) de ces souches sont resumees dans le 
tableau 8 suivant. La caracterisation subspecif ique des 
30 differentes especes de leishmanies et de T. cruzi a fete 
r£alis6e par typification g6n§tique en analysant plus de 10 
loci isoenzymatiques variables. 
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Tableau 8 



Designation et Source Especes Nombre Nombre de 

5 de promastigotes 

passages ( xl07/ml ) 





MHOM/BR/79/LI-01 


L. 


chagasi 


249 


6,6 




MHOM/MA( BE ) /67/IT-263 


L. 


Infantum 


89 


5, 6 


10 


MHOM/MA/67/IT-263 clone 2 


L. 


infantum 


59 


6, 5 




MHOM/MA/67/IT-263 clone 7 


L. 


infantum 


61 


7,1 




MHOM/IN/83H 570 


L. 


donovani 


161 


6,9 




MH0M/IN/( — )/61/L-13 


L. 


donovani 


149 


7,8 




MHOM/ . . / . . /IT-2217 


L. 


donovani 


126 


7,2 


15 


MHOM/IN/80/DD8 clone 2 


L. 


donovani 


129 


7,3 




MHYC/BZ/62/M-379 


L. 


mexicana 


229 


7,9 




MHOM/BO/ 83 /LPZ - 1 5 5 


L. 


mexicana 


102 


5,6 




MHOM/VE/76/JAP-78 


L. 


amazonensis 


176 


6,5 




MHOM/BR/76/LTB-012 


L. 


amazonensis 


142 


6,9 


20 


MHOM/BR/ 73/M-2269 


L. 


amazonensis 


85 


7,7 




MHOM/BR/72/1670 


L. 


braziliensis 


111 


6,5 




MHOM/BR/75/M-2904 


L. 


braziliensis 


99 


7,1 




MHOM/BO/ 9 0/CS 


L. 


braziliensis 


86 


5,8 




MHOM/BO/ 90 /AN 


L. 


braziliensis 


59 


6,1 


25 


MCHO/PA/OO/M-4039 


L. 


panamensis 


107 


6,6 




MHOM/PA/71/LS-94 


L. 


panamensis 


136 


5,3 




MHOM/91/EQ/A8044 


L. 


panamensis 


98 


6,8 




MHOM/BR/ 7 8 /M- 537 8 


L. 


guyanensis 


76 


5,3 




MHOM/BR/75/M-4147 


L. 


guyanensis 


113 


6,2 


30 


MHOM/PE/85/FR-6 


L. 


peruviana 


79 


5,5 




schnur strain 


L. 


major 


85 


5,0 




LTD 


L. 


tropica 


80 


6,8 




SOUCHE TEHUANTEPEC 


T. 


cruzi 


36 


5,1 



35 

a. Culture des formes promastigotes en milieux 
completement d&f inis . 

Les formes promastigotes des differentes souches de 
leishmanies sont cultivees classiquement a 26 °C dans le milieu 
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RPMI 1640 additionne de 10 % de serum de veau foetal 
(prealablement decomplemente ) comme il est indique dans 
l ! exemple 4, b ci-dessus. La souche de T. cruzi est cultivee 
dans le meme milieu , mais a une temperature d' incubation de 
5 28°C. 

Une adaptation progressive des formes promastigotes 
cultivees classiquement dans le milieu RPMI 1640 contenant 10 
% de serum de veau foetal, est rdalisee dans le milieu M4. 
Tous les essais sont realises en dupliquette a 26 ± 1°C pour 

10 les leishmanies et 28 ± 1°C pour T. cruzi en volume de 5 ml de 
milieu dans des flacons de 25 cm2 (50 ml). Les cultures sont 
tout d'abord dilutes au demi dans le milieu M4 pendant au 
^ moins 2 passages qui ont lieu tous les 4^5 jours, puis au 

1/5, au 1/10 et au 1/20 pendant un nombre de passages qui 

15 varie, selon les especes etudiees, de 2 a 7 pour chaque 
nouvelle concentration pour enfin rdaliser des repiquages 
correspondant a un ensemencement de 5 X 105 parasites par ml 
de milieu M4. 

b. Cin6tique de croissance des formes promastigotes 
20 dans le milieu M4 

Les cburbes de cinetique de culture des formes 

promastigotes d' especes de leishmanies et de H- cruzi sont 

rapportees sur les figures 4a a 4c. Elles ont fete etablies 
apres au moins 30 repiquages de 5 x 10& parasites dans 10 ml 
25 de milieu M4. 
} La figure 4a donne les resultats obtenus avec 

braziiie ngis braziiiensis , L. braziliensis guyanensis 

(-*-) , T,_ hraziliensjs panamftnsjs (-^- ) , et 

peruviana K>-), la figure 4 b avec L, donovani infantum 
30 (— o~) , donovani donovani (— d-) et L. donovani chagasi 

(--%-■), la figure 4c avec L. mexicana mexicana , 

mfixinana amazonensis L. major £ ) et T. Cruzi 

(--o-i . 

Les trois phases caracteristiques du cycle de 
35 croissance cellulaire observees classiquement au cours de la 
culture des formes promastigotes sont retrouvees : une phase 
de latence (2 jours), une phase exponentielle (6 jours) et une 
phase stationnaire (a partir du 7eme jour). 
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Les "temps de doublement reel , calcules au cours de 
la phase exponentielle, sont sensiblement les memes pour les 
differentes cin^tiques de culture. lis varient de 23 a. 30 
heures selon les especes de leishmanies alors qu f ils fluctuent 
5 de 16 a 21 heures pour les formes promastigotes 
correspondantes cultivees en presence de s^rum de veau foetal 
dans les memes conditions d' inoculum, de volume de milieu 
d ! aeration. 

Enfin, dans les conditions de ces experiences, les 
10 concentrations parasitaires d6termin6es & la confluence des 
cultures aseriques (environ 7 jours) de formes promastigotes 
varient de 5,0 a 7,9 x 10? par ml de milieu M4. Certaines 
especes de leishmanies sont maintenues en routine par un. 
repiquage hebdomadaire depuis plus de trois ans. 
!5 c. Etude de 1 ' inf ectivit6 in vitro et in vivo des 

formes promastigotes de culture as&rique 

Les formes promastigotes de culture aserique sont 
recoltfes a 4°C par centrif ugation & 2500 g. Le culot 
parasitaire est alors soumis a trois lavages, dans les memes 
20 conditions de centrif ugation, en tampon PBS, pH 7,2. La 
concentration parasitaire est d£termin6e par coraptage en 
cellule de Thoma. 

~ Infectivit6 in vitro 

On rapporte les resultats obtenus avec L. chag aRi , 
25 L. donovani ., L, antra sinensis, l. mexicana et l . braziiipnsis 

Selon le protocole d6crit dans l'exemple 7, les 
macrophages p£riton6aux de souris Balb/C sont infectes avec 
les formes promastigotes de phase stationnaire a raison de 10 
parasites par macrophage. 
30 k 1 analyse des cin6tiques d ' inf ectivite in vitro 

revele qu'apres 4 heures d 1 incubation, de 24 a 70 % des 
macrophages selon les especes 6tudi6es, pr6sentent des formes 
promastigotes attachees a leur surface. Au cours de la 
cinetique, les pourcentages de macrophages infectes augmentent 
pour atteindre de 96 a 100 % a 48 heures selon les especes de 
leishmanies. 

Ces resultats demontrent que les formes 
promastigotes obtenues selon 1' invention sont capables 
d'infecter les macrophages in vitro . 



35 
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Infectivite in vivo 

On rapporte les resultats obtenus avec L, mexicana 
et L. amazonensis. 

Des lots de 12 sour is Balb/C sont respectivement 
5 infect6es par voie sous-cutanee au niveau du coussinet 
plantaire de la patte arriere droite ( la patte gauche servant 
de t6moin) avec 5 10*7 formes promastigotes (de phase 
stationnaire ) selon 1 ' invention de L- mexicana et de It^ 
amazonensis . La taille de la lesion developpee au point 
10 d ' inoculation est dfeterminee au cours du temps. 

Des lesions caract6ristiques apparaissent des la 
cinquieme semaine d' infection. Leur taille atteint 
, .y respectivement environ 5 et 6 mm & la quatorzieme semaine pour 

Ll* mexicana et L. amazonensis 
15 RypmplA if) : Comparaison des formes amastigotes 

extracellulaires selon l'exemple 7 avec des formes amastigotes 
intracellulaires . 

On rapporte dans cet exemple les resultats obtenus 

avec JL. — amazonensis, mexicana, JL. braziiensis r l. chagasi 

20 et L . donovani - 

. obtention des formes extracellulaires 
Les formes amastigotes de culture axenique des 
diff6rentes especes de leishmanies sont r6colt6es par 
centrif ugation a 2500 g. Le culot parasitaire est alors soumis 
25 a trois lavages successifs par centrif ugation (meme condition) 
en tampon PBS, pH 7,2. Pour certaines etudes et notamment les 
tests d • agglutination par une lectine, une dissociation 
mecanique est necessaire de fa<jon & s&parer les parasites 
naturellement agglutin6s. La concentration parasitaire est 
30 d6terminee par comptage en cellule de Thoma. 

. obtention des formes Intracellulaires 
Les formes amastigotes intracellulaires de 
L ■.amazonensis et de L. mexicana sont isolees de lesions 
developpees au point d ' inoculation chez des souris BALB/C 
35 ayant subi une injection sous-cutanee, au niveau du coussinet 
plantaire de la patte arriere droite, de 5 x 10*7 formes 
promastigotes de phase stationnaire. Les lesions sont 
prelevees et broyees sterilement dans du tampon PBS, pH 7,2 
contenant 2 % de glucose, Une premiere centri-f ugation a 
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faible vitesse ( 400 g ) permet de se debarasser des tissus 
broyes . La suspension parasitaire est: alors lavee trois fois 
en PBS par centrif ugation a 2500 g. Les formes amastigotes 
intracellulaires sont comptees en cellule de Thoma. 
5 Les amastigotes intracellulaires de L . chagasi et 

L . donovani sont obtenues & partir d'un broyat de rates 
provenant de hamsters infectes par 5 x 10? formes 
promastigotes correspondantes , inoculfees par . voie intra- 
peritoneal. Ces formes sont isolees comme decrit ci-dessus. 

10 Etude morphQlogique 

Les caracteristiques cytologiques des formes 
amastigotes de culture selon 1 1 invention ont 6t6 comparees aux 
formes amastigotes intracellulaires en microscopie optique 
apres fixation et coloration au Giemsa des parasites. A titre 

15 illustratif, on donne les resultats observes avec 

L. amazonensis sur la figure 5 a. On v6rifie a l'examen de 
cette figure que les amastigotes de culture presentent des 
caracteristiques morphologiques genferales des leishmanies : 
noyau et kinetoplaste bien individualises, mais aussi des 

20 criteres specifiques des formes amastigotes : formes rondes ou 
ovoldes de 2 & 5 \xm sur le plus grand axe et absence du 
flagelle. La fleche portfee sur la figure indique des formes 
amastigotes en voie de division. 

Une etude ultrastructurale en microcospie 

25 electronique a balayage et a transmission a permis de 
confirmer 1 % analogie ultrastructurale entre les formes 
amastigotes intracellulaires et de culture (figure 5 b). 

Etude dfi 1 y inf ectivitfe in vi tro des formes 

amastigotes de culture axfeniqne selon 1 ' invention 

30 Des macrophages peritoneaux de souris BALB/C sont 

recuperes par lavage de la cavite pferitonfeale. lis sont 
repartis dans des plaques de culture de 24 puits au fond 
desquels est deposee une lamelle de verre de 12 mm de 
diametre, a raison de 2,5 x 105 macrophages par puits dans 500 

35 pi de RPMI 10 % SVF. Les plaques sont ensuite transferees a 36 
± 1 C C, dans une atmosphere enrichie a 5% de C02, pendant 
environ 14 heures . Un lavage est effectue le lendemain pour 
eliminer les macrophages qui n'ont pas adhere a la lamelle. 
Les puits sont ensuite infectes avec les formes amastigotes de 
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phase exponentielle ou de phase stationnaire a raison de 5 
parasites par macrophage/ 

Apres 4 heures d' incubation a 36 ± 1°C, tous les 
puits sont laves trois fois avec du milieu RPMI additionne de 
5 10 % de SVF pour 61iminer les parasites non attaches aux 
macrophages. Deux lamelles sont prelevees, lavees en PBS 
sterile puis sechees rapidement, fixees et colorees selon la 
technique de Giemsa, de fagon a evaluer le pourcentage de 
macrophages infectes et pour certaines especes de leishmanies, 
10 le nombre de parasites par macrophage. Cette operation est 
repfetee apres 24, 48 et 72 heures d 1 incubation . Les ecart- 
types sont calcules sur deux valeurs correspondant chacune a 
y trois lectures de 500 cellules. 

L 1 etude des cinetiques d 1 inf ectivite in vitro montre 
15 qu 1 apres 4 heures d ' incubation, de 35 a 75,4 % de 

macrophages selon les especes prfesentent des formes 
amastigotes attachees a leur surface. A partir de 24 heures, 
les pourcentages de macrophages infectes (contenant des formes 
amastigotes) augmentent et atteignent 100 % a 72 heures pour 
20 la plupart des leishmanies. 

Ces resultats d6montrent que les formes amastigotes 
obtenues selon 1 1 invention sont capables de s ' attacher aux 
macrophages, d f y penetrer, de s'y multiplier et de coloniser 
d ■ autres macrophages . 
25 L'fetude comparative des cin&tiques d 1 infection in 

) vitro avec des formes amastigotes de leishmanies cutanees et 

de leishmanies viscerales intracellulaires correspondantes 
montre que les pourcentages de macrophages pr6sentant des 
formes amastigotes attachfees & leur surface (4 h) ainsi que 
30 les pourcentages de macrophages infect6s au cours du temps 
(24, 48 et 72 h) sont tres semblables. 

Etude de 1 ' inf ectivitfe in vivo 

Les protocoles d 1 infection experimentale sont 
differents selon qu'il s'agit de leishmaniose cutanee ou de 
35 leishmaniose viscerale. On rapporte les resultats obtenus avec 
l. mexicana et L. amazonensis d'une part et L. chagasi et 
L - donovani d 1 autre part. 
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Leishmaniose cutanee 

5 x 10& formes amastigotes intracellulaires et ' de 
culture (de phase exponentielle ou stationnaire selon 
1* invention) de L. mexicana et de L - amazonenfiiR r contenues 
5 dans 25 pi de tampon PBS, sont respect ivement injectees a 
douze souris BALB/C par voie sous-cutan6e au niveau du 
coussinet plantaire de la patte arriere droite, la patte 
gauche servant de temoin. Les cinfetiques d' infection sont 
suivies en mesurant, ci 1 1 aide d f un vernier de precision, la 
10 taille de la Idsion developpee au point d 1 inoculation. 

Des lesions caracteristiques apparaissent au point 
d ' inoculation entre la quatri^me et la cinquieme semaine 
d ! infection. Leur taille augmente rapidement au cours du temps 
et atteint 6 & 7 mm a la neuvieme semaine. Chez les souris 

15 infectees par JL. amazonensis, des lesions ulceratives sont 

observfees & partir de la septieme semaine d f infection. 

Une fetude comparative des courbes d' infection 
exp6rimentale des formes amastigotes de culture selon 
1 ' invention et des formes intracellulaires montre une tres 
20 bonne similitude. 

Leishmaniose visc&rale 

Des lots de douze hamsters dor6s sont respect ivement 
infectes par une injection intra-p6ritoneale (200 \il ) de 5 x 
106 formes amastigotes intracellulaires et de culture (de 

25 phase exponentielle et stationnaire) selon 1 f invention de Ll*. 

chagasi et de JL* donovani - Tous les 21 jours, deux hamsters 

par lot sont sacrifies. La rate ainsi qu'un lobe de foie sont 
preleves et broyes stferilement dans 2 ml de tampon PBS. 500 \xl 
de la suspension sont mis en culture dans deux types de milieu 

30 de culture (5 ml), le milieu RPMI additionne de 10 % de SVF a 
26 °C et le milieu Ml selon I'exemple 1 a 32°C. Des 
repiquages (dilution au tiers) sont realises tous les 4 jours. 
L 1 apparition de formes promastigotes et amastigotes est suivie 
dans le temps et la concentration parasitaire est estimee en 

35 microscopie photonique. 

La mise en culture des broyats de rates 
correspondants au 21eme jour d T infection montre que, des la 
deuxieme subculture dans le milieu RPMI ci-dessus, deux a cinq 
formes promastigotes de L. chagasi par champs sont observees 
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en microscopie optique. Avec L_> donovani , on voit apparaltre 

les premieres formes promastigotes apres quatre repiquages. Au 
42eme jour de 1' infection, de 2 & 5 formes promastigotes par 
champs sont visualisees des le premier passage pour L- chagasi 
5 et lors du deuxieme repiquage pour L. donovani . Au 63eme jour, 
plus de 10 parasites par champs sont denombres des le premier 
repiquage pour les deux especes de leishmanies .. La mise en 
culture des broyats de rate des deux especes de leishmaniose 
visc6rale dans le milieu Ml 32 °C conduit a la survie, puis la 

10 multiplication, des formes amastigotes apres 4 & 5 repiquages 
dans ce milieu. 

Ces rfesultats demontrent, sans conteste, que les 
formes amastigotes de culture, des leishmanioses cutanees et 
viscerales, telles qu'obtenues selon 1' invention, sont 

15 infectantes in vivo . Ces resultats sont confirmes en operant 
en conditions asferique et en 1 1 absence de macromolfecules . 

• Modulati on de 1 ? inf ectivltfe in vitro et in vivo 

des for mpc; amagtigntpg culture en fonction de l'age des 

parasites en culture, 

20 De nombreux travaux met tent en evidence une 

modification de 1 ' inf ectivite in vitro (vis-a-vis des 
macrophages pferitonfeaux) et/ou in vivo (dans un module 
experimental ) des formes promastigotes au cours de leur 
maturation en culture. Le developpement sequentiel d'un stade 

25 peu infectant vers un stade tres infectant a 6te demontre pour 
de nombreuses especes de leishmanies. 

On a done compare 1 ' inf ectivite in vitro (vis-a-vis 
des macrophages peritoneaux de souris) et in vivo (dans un 
modele experimental ) des formes amastigotes de culture 

30 axenique selon 1 1 invention a differentes phases de leur 
croissance. 

Etude in vitro 

On a compare 1 1 inf ectivite in vi-e-ro des formes 
amastigotes de phase exponentielle et de phase .stationnaire de 
35 differentes leishmanies, telles qu'obtenues selon l'exemple 4 

Les formes amastigotes de phase exponentielle sont 
beaucoup moins infectantes que celles de phase stationnaire. 
Des la 4eme heure d 1 incubation, les macrophages present ant des 
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formes amastigotes de phase stationnaire a'ttachees a leur 
surface sont environ deux fois plus nombreux. La determination 
des pourcentages de macrophages infectes au cours des 
cinfetiques d' infection revele des differences du meme ordre en 
5 faveur des formes amastigotes de phase stationnaire. 
Etude in vivo 

De meme, la comparaison des cinetiques d' infection 
in vivo des formes amastigotes de culture de phase 
exponentielle avec celles de phase stationnaire montre que les 
10 formes amastigotes de phase stationnaire sont plus virulentes 
que celles de phase exponentielle - 

On ddmontre ainsi que 1 1 augmentation de 
1 1 inf ectivite des formes amastigotes de culture de Lu^ 

amazonensis, chagasi , et L - donovani , au cours de leur 

15 croissance, s 1 accompagne d'une perte d ' agglutination par la 
lectine PNA ( peanuts agglutinine ) „ 

Exemple 11 : Extraits polypeptiques totaux des 

amastigotes de culture selon 1 ' invention et comparaison avec 
ceux des amastigotes intracellulaires. 
. Dosage des protfeines 

Des culots de 109 formes amastigotes de culture 
selon 1 1 invention et intracellulaires (phase stationnaire), 
prfealablement lav6s, sont respectivement remis en suspension 
dans 500 pi de solution d' extraction (NaCl 0,1 % (P/V), 0,1 % 
de Triton X100 (V/V) et soumis a une s6rie de sonication a 
froid de 3 pulses de 10 secondes espaces de 30 secondes. Le 
surnageant obtenu apres une centrif ugation S 14000 g constitue 
I'extrait polypeptidique total . 

Get extrait est soumis a un dosage des proteines 
selon la methode de Bradford (BioRad Protein Assay Kit II). 
. Analyse 61ectrophor6tique 

L ! analyse electrophoretique en gel de polyacrylamide 
SDS-PAGE (conditions non reductrices) a ete realisee selon le 
protocole decrit par Laemmli U.K. et al, 1970, Nature, 227, 
680. Les proteines sont concentrees dans un gel d'acrylamide a 
5 %, puis separees sur un gel d 1 electrophorese a 10 %. 50 ug 
de proteines sont deposes par puits. Des proteines de poids 
moleculaires connus (Kit Low Weight, Biorad ) servent de 
marqueurs. La migration s'effectue sous 85 volts pendant 2 
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heures a 4°C dans un tampon Tris/glycine, pH 8,3 contenant 0,1 
% (P/V) de SDS. 

La coloration au bleu de Coomassie permet de 
visualiser les profils polypeptidiques . Les polysaccharides 
5 libres ou complexes sont rev&lfes par le r6actif de Schiff . 

Des photos des gels obtenus sont representees sur 
les figures 6a et 6b. 

Dans la figure 6a, les profils 1, 2 et 3 sont 
respectivement les profils polypeptidiques totaux des formes 
10 promastigotes, des formes amastigotes de culture et des formes 
amastigotes de lesion, de L. mexicana. 

Dans la figure 6b, les profils 1, 2 et 3 sont 
.. . y respectivement ceux des formes amastigotes de culture, des 

formes promastigotes et des formes amastigotes de lesion de Luu 
15 amazonensis. 

On observe une tres bonne analogie entre les profils 
polypeptidiques totaux des formes amastigotes de culture 
axfenique et ceux des formes amastigotes de lfesion 
correspondantes (profils 3). 
20 Exfimplfi 12 : Analyse des activites protfeasiques eh 

"gel d 1 empreinte" . 

5 mg de gelatine sont ajoutes a la solution 
d'acrylamide 10 % ci-dessus. Deux types de r6vfelation sont 
alors ef f ectuees : le gel est incube 1 heure a temperature 
25 ambiante 

. ) - dans une solution de PBS 0,01 M, pH 7,2, contenant 

2,5 % (V/V) de Triton X 100** (pour feliminer le SDS) puis toute 
la nuit dans le tampon PBS seul : 

- dans un tampon acfetate, pH 5,5, contenant 2,5 % 
30 (V/V) de Triton X 100 R , puis environ 14 heures dans le tampon 
acetate contenant du dithiotrfeitol (DTT) (49 mM). 

Les activites proteasiques sont revelees par une 
coloration du gel au bleu de Coomassie. Elles apparaissent 
alors en blanc sur fond bleu. 
35 Les figures 6 c et 6 d representent les photos des 

gels d' empreinte. Ces figures illustrent des activites 
proteasiques d ' amastigotes de culture (profils 1), de 
promastigotes (profils 2) et d ' amastigotes de lesion (profils 
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3), obtenues, respectivement, a partir des souches de 
mex i can a et de L. amazonensis de l'exemple 7. 

Conune pour les profils polypeptidiques totaux 
correspondants, on observe une tres bonne analogie entre les 
5 profils d'activites peptidasiques des formes amastigotes de 
culture et des formes intracellulaires pour les deux especes 
de leishmanies. 

Exemple 13 : Comparaison entire formes promastigotes 
et formes amastigotes de culture ax&nique selon 1' invention. 
10 . Concentration prot£igue 

La determination des concentrations en proteines est 
realis6e par spectrophom6trie & 595 nm selon la m&thode de 
Bradford a partir d'un extrait polypeptidique total soluble 
correspondant a l f extraction d'un culot parasitaire de 10^ 
15 parasites. 

Quelles que soient les especes de leishmanies 
£tudi6es, les formes promastigotes contiennent environ deux 
fois plus de proteines que les formes amastigotes 
correspondantes (4 f 9 ± 0,7 mg pour 2,1 ± 0,3 mg par ml). 
20 • Comparaison des profils polypeptidiques totaux 

* de leishmanies cutan^es • 
On procfede a une analyse 61ectrophor6tique en gel de 
polyacrylamide SDS-PAGE de ces extraits. Les photos des gels 

d f electrophorese obtenus avec JL. mexicana et L . ama^Qnensis 

25 sont donnfees sur les figures 6a et 6 b. 

Comme le montre la figure 6 a, 1' analyse 
comparative des profils polypeptidiques des formes 
promastigotes (profil 1) et des formes amastigotes de 1^ 
mex i cana (profils 2 et 3) met en Evidence d 1 importantes 
30 differences quantitatives et qualitatives. 

On relevera : 

- une proteine predominante d'un poids moleculaire 
apparent d' environ 65 kilo dalton (Kd en abrege) 
specif iquement revelee par les formes promastigotes ; 
35 - trois polypeptides majeurs, ayant des poids 

molfeculaires compris entre 55 et 90 Kd, r6v£16s par les formes 
amastigotes, mais qui n 1 apparaissent pas presents dans 
1' extrait polypeptidique total des formes promastigotes. 
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Quelques differences sont aussi mises en evidence 
chez L. amazonensis : 

- une bande correspondant & un poids moleculaire 
d' environ 58 Kd, 

5 - plusieurs polypeptides situ6s dans des zones de 

poids moleculaires comprises entre 30 et 55 Kd, ainsi que 

des bandes presentant des poids moleculaires 
supferieurs £ 90 Kd, qui apparaissent sp6cifiques des formes 
amastigotes (figure 6 b). 

L ' analyse des memes extraits parasitaires dans un 
gel de polyacrylamide colore au reactif de Schiff demontre que 
la culture, selon l f invention, des formes amastigotes 
s'accompagne de l f expression croissante d'une molecule 
glycosylee de poids moleculaire d 1 environ 130 Kd. 

Cette molecule apparait peu ou pas representee dans 
les profils correspondants de formes promastigotes. 

Ces formes promastigotes revelent en revanche la 
presence d'une molecule glycosy!6e avoisinant un poids 
moleculaire de 50 Kd. 

. Leishmanies visc^rales 

Les extraits polypeptidiques totaux de 

JLm donovani et de L. chagasi sont soumis a une analyse 

61ectrophoretique en gel de polyacrylamide SDS-PAGE. 

Les photos des profils polypeptidiques totaux 
respectivement obtenus sont donnes sur les figures 8A et 8B. 

Sur la figure 7 a, les profils 1 et 2 corres- 
pondent respectivement aux formes promastigotes et aux formes 
amastigotes de culture de L ■ donovani et sur la figure 7 b/ 
les profils 1 et 2 aux formes promastigotes et 3 et 4 aux 
formes amastigotes de culture L. chagasi . 

On constate chez L.. donovani (Figure 7 a), une 

proteine majeure revelee chez les formes amastigotes (profil 
2) correspondant a un poids moleculaire d' environ 85 Kd et une 
bande d ' environ 105 Kd, qui ne sont pas rencontrees chez les 
formes promastigotes (profil 1), qui revelent comme pour L » 
mexicana une bande majeure specif ique d' environ 65 Kd. 

Les formes amastigotes de phase exponentielle 
(profil 4) et stationnaire (profil 3) de L. chajRcH (figure 7 
b) presentent deux polypeptides majeurs correspondant a des 
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poids moleculaires d' environ 55 et 60 Kd, qui sont absents des 
prof ils polypeptidiques totaux des formes promastigotes de 
phase exponentielle (profil 1) et de phase stationnaire 
( profil 2 ) correspondantes . 
5 . Comparaison des activitfes proteasiques 

L'6tude comparative des activites proteasiques des 
formes amastigotes et promastigotes correspondantes revele 
d'une maniere gfenerale des prof ils d 1 activity qualitativement 
plus complexes et quantitativement plus importants chez les 
10 formes amastigotes de leishmanies, laissant apparaitre des 
activites proteasiques specif iques du stade amastigote. 
- de leishmanies cutan^es 
Comme le montre la Figure 6c, les formes 
promastigotes (profil 2) de L. mexicana expriment une activite 
15 majeure d ! un poids mol6culaire apparent d 1 environ 65 Kd, 
correspondant a la metalloprot&ase de surface, alors que les 
formes amastigotes (prof ils 1 et 3 ) pr6sentent : 

- un complexe de bandes qui encadrent ce poids 
moleculaire (de 60 & 85 Kd), 
20 - des activites de plus haut poids moleculaires 

(sup6rieurs a 110 Kd) avec des distances de migration variant 
selon le stade parasitaire, 

trois activitfes proteasiques ayant des poids 
moleculaires compris entre 17 et 35 Kd r6v616es specif iquement 
25 par les formes amastigotes. 

Une bande mineure d 1 un poids moleculaire d f environ 
25 Kd, devant correspondre a une activite cysteine protease, 
mise en Evidence seulement chez les formes promastigotes. 

De telles differences sont aussi mises en evidence 
30 pour L. amazonensis (figure 6d). Les activites proteasiques 
majeures des formes promastigotes (profil 2), de poids 
moleculaires de 65 Kd et 115 Kd environ, presentent, chez 
les formes amastigotes (prof ils 1 et 3), des migrations 
electrophoretiques sensiblement plus rapides. Au moins trois 
35 activites proteasiques ayant des poids moleculaires compris 
entre 24 et 36 Kd sont rev&lees sp6cif iquement par les formes 
amastigotes ; seule une bande mineure d 1 un poids moleculaire 
d f environ 24 Kd et devant correspondre a une activite cysteine 
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protease, est mise en evidence chez les formes promastigotes 
de phase stationnaire. 

- de leishmanies visc&rales 
Chez L . don nvani (figure 7 c), 1 1 activite 
5 proteasique majeure des formes amastigotes de culture (profil 
2) correspondent k un poids moleculaire d 1 environ 105 Kd n'est 
pas exprimee chez les formes promastigotes (profil 1). Ces 
dernieres revelent une bande raineure d 1 environ 65 Kd, qui est 
aussi faiblement rencontree chez les formes amastigotes. 
10 Pour L . chagasi ( figure 7 d ) , deux activites 

proteasiques, de poids moleculaires de 28 et 110 Kd environ, 
sont pr6sentes aussi bien chez les formes amastigotes de 
:^ phases exponentielle (profil 1) et stationnaire (profil 2) que 

chez les formes promastigotes correspondantes (profils 3 et 
15 4). Ces deux activites sont cependant plus intenses chez les 
formes amastigotes de phase stationnaire. Les formes 
amastigotes de phase exponentielle et stationnaire presentent 
des activitfes mfetalloprot6ases plus complexes que celles 
exprimees par les formes promastigotes correspondantes. Enfin, 
20 deux activites de poids moleculaires de 35 et 48 Kd environ 
sont specif iques des formes amastigotes. 
. Analyse antiqfenique 

L*6tude comparative des profils antig6niques des 
formes promastigotes et amastigotes a 6te realisee par la 

25 technique d * immunoblotting a 1 ' aide de serums de lapins 
: ) immunises par des extraits polypeptidiques totaux de formes 

amastigotes de culture selon 1' invention • 

Les extraits polypeptidiques totaux des formes 
promastigotes et amastigotes sont separes sur gel de 

30 polyacrylamide SDS-PAGE, transf erres sur une membrane de 
nitrocellulose qui est mise a incuber en presence des serums 
d 1 immunisation correspondants . Les complexes 

antigene/anticorps sont reveles par un anticorps conjugue a la 
peroxydase dirige contre les premiers anticorps. 

35 La figure 8 a illustre les resultats obtenus par 

mise en contact des formes amastigotes de culture axenique et 
des formes promastigotes de L. amazonensis avec un immunserum 
de lapin dirige contre les formes amastigotes de 
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amazonens i s > On constate que quatre antigenes sont 
specifiguement reconnus chez les formes amastigotes : 

. un antigene majeur d'un poids moleculaire apparent 
de 62 Kd environ dont la migration est plus lente chez les 
5 formes promastigotes (65 Kd), 

- trois autres molecules correspondant a des poids 
moleculaires respectifs de 81, 58 et 35 Kd environ qui ne sont 
pas rev616es chez les formes promastigotes, 

- deux antigenes de formes promastigotes ayant des 
10 poids moleculaires de 45 et 50 Kd environ, qui sont mieux 

reconnus par ce meme immunserum. 

La figure 8 b, correspond aux amastigotes et 

promastigotes de L_. mexicana vis-a-vis de 1' immunserum de 

lapin dirige contre les formes amastigotes de L. mexi nana . 
15 L'examen de cette figure montre que quatre antigenes 
correspondant & des poids moleculaires de 98, 90, 53 et 35 Kd 
environ sont rfeveles uniquement chez les formes amastigotes. 

. Comparaison de la r&ponse humorale vis-A-vis des 
formes amastigotes de culture ax£nique de 1 • invention et des 
20 formes promastigotes correspondantes. 

L'intensite de la r£ponse en anticorps est evaluee 
par la technique d 1 immunofluorescence indirecte ( IFI ) . Cette 
derniere consiste a dfetecter semi-quantitativement les 
anticorps circulants et presente la particularity d'utiliser 
25 comme substrat antigenique des parasites entiers fixes a la 
glutaraldfehyde 0,1 %. 

Etude avec des s&rums d f immunisation 

Les immunserums de lapin anti- L.mexjnana et anti-Lu. 
ama z onensj ft sont testes en dilution sur les formes 
30 promastigotes et amastigotes de phase stationnaire de 1^. 
mex i cana et de L- amazonensiR . 

Les serums de lapin, preleves avant immunisation ont 
servi a determiner les seuils de positivite des tests. lis 
sont de 1/2 pour L. amazonensis et l/10eme pour L. mexinana . 

Les resultats rapportes dans le tableau 9 suivant ou 
l f antiserum de lapin anti-L, mexicana est appele IS anti-Lma 
et celui de lapin anti-L, amazonensi s est appel6 IS anti-Lmm. 
Les lettres A et P representent respectivement les formes 
amastigotes et promastigotes . 



35 
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Tableau 9 



SERUMS / LAMES 


Lma P 


Lma A 


Lmm P 


Lmm A 


IS anti-Lma A 




+ 1/5 




+ 1/40 


IS anti-Lmm A 




+ 1/80 




+ 1/40 



5 L ' examen de ce tableau montre que les deux 

immunserums de lapin presentent uniquement des reactions 
positives avec les formes amastigotes de culture des deux 
especes de leishmanies. La fluorescence est observee a la 
surface des formes amastigotes sous la forme d'un liseret et 
10 au niveau de la poche flagellaire. Ces resultats demontrent 
clairement que les formes amastigotes de leishmanies expriment 
a leur surface et au niveau de la poche flagellaire des 
antigenes sp6cifiques de stades communs aux deux especes 
6tudi6es . 

15 Etude avec des s&rums d f infection expGrimentale 

Des serums de hamsters, infect6s respect ivement par 
des formes promastigotes de l. mexicana et de L . amazonensls 
sont pr61ev6s a differents temps de 1 ? infection experimentale 
qui sont 30 (D30), 50 (D50) et 221 (D221) jours pour 

20 amazonensis et 30 ( D30 ) , 90 (D90) et 180 (D180) jours pour 

mexicana . Ces differents serums sont testes en dilution sur 
les formes promastigotes et amastigotes de phase stationnaire 

de L. mexicana et de L_. amazonensis . Les seuils de positivite 

sont determines a I'aide de serums de hamsters sains. II est 

25 de 1/20 quel que soit l'espece et le stade parasitaire 
analyses • 

Les r6sultats obtenus sont r&sum&s sur le tableau 10 
suivant ou SIE anti-Lma et SIE anti-Lmm representent 
respectivement les serums d 1 infection experimentale anti JL^ 
30 mexicana et anti -L. ama zo nensis - 
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Tableau 10 



SERA/ LAMES 


Lma P 


Lma A 


Lmm P 


Lmm A 


SIE ant i- Lma D30 




1/40 






SIE anti-Lma D50 


1/20 


1/160 






SIE anti-Lma D221 


1/20 


1/160 




1/20 


SIE anti-Lmm D30 








1/40 


SIE ant i- Lmm D90 




1/20 


1/40 


1/80 


SIE anti-Lmm D180 




1/40 


1/40 


1/160 



10 



15 



20 



25 



30 



Les serums d ' infection pr6coce (D30) reagissent 
specif iquement et uniquement avec les formes amastigotes de 
l'espece homologue. D'une maniere g6n£rale, les titres en 
anticorps obtenus vis-a-vis des formes amastigotes augmentent 
au cours des deux cinfetiques d' infection. Les sferum D50 et 
D221 de L. amazonens.tR et D90 et D180 de L. mexlcana rfevelent 
aussi des reactions faiblement positives (l/20eme et l/40eme 
respectivement ) avec les formes promastigotes correspondantes . 
Les titres en anticorps obtenus sont tou jours inferieurs a 
ceux rev£16s avec les formes amastigotes. Enfin les serums 

D221 de L_. amazonennir? et D90, D180 de l. mexicana 

reconnaissent faiblement et uniquement les formes amastigotes 
de 1 T espece heterologue . 

Ces resultats confirment l 1 existence d'antigenes 
specif iques du stade amastigote. lis demontrent aussi que la 
reponse humorale generee au cours des infections 
experiment ales est plus specif iquement dirigee contre des 
epitopes exprimes par les formes amastigotes. Enfin, ils 
montrent que les antigenes de formes amastigotes sont plus 
aptes a detecter une infection precoce. 

Etude de la r&ponse humorale au cours de la 
leishmaniose canine 

L T etude de la reponse humorale est realisee en 
immunofluorescence indirecte sur 39 serums de chiens 
leishmaniens . Elle consiste a comparer la reponse en anticorps 
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vis-a-vis de deux substrats antigeniques, a savoir les formes 
promastigotes et amastigotes de phase stationnaire de 1^ 
nhagasi . Deux groupes de serums sont utilises : 20 serums 
presentant des titres anticorps inf erieurs ou egaux a l/160eme 
5 ("faiblement positifs") et correspondant vraisemblablement a 
des infections precoces et 19 serums revfelant des titres 
superieurs ou egaux a l/1280eme ( f ortement positifs), signant 
des infections bien etablies. 

Le seuil de positivite est d6termin6 & l'aide de 12 
10 serums de chiens indemnes de leishmaniose. Dans les conditions 
experimentales utilisees de dilutions de conjugue fluorescent 
et de bleu Evans, quelque soit 1 1 antigene figure utilise, le 
seuil de positivite est etabli a l/40eme. 

Les resultats de cette etude sont representes sur 
15 les tableaux 11 A et 11 B suivants ou Ldc = L . chagasi r le 
tableau 9 A correspondant aux s6rums dits faiblement positifs 
et le tableau 9 B aux serums dits f ortement positifs. 
Tableau 11 A 



: ) 





Differences exprimees en 
titres en anticorps obtenus 
sur les deux substrats 
antig^niques 


Antigenes figures 
compares 


Nombre 
de serums 


Ecart 
Moyen 


Ecart 
minimum 


Ecart 
maximum 


Ldc A > Ldc P 


12 


2,0 ± 1,2 


1 


4 


Ldc A = Ldc P 


3 


0 


0 


0 


Ldc A < Ldc P 


5 


2,2 ± 1,3 


1 


4 



Parmi les 20 serums "faiblement positifs", 12 
d'entre eux presentent des titres en anticorps plus eleves, 3 
30 des titres equivalents et 5 des titres inferieurs vis-a-vis 
des formes amastigotes de L. chagasi (tableau 11 A). Les 
ecarts exprimes en nombres de titres en anticorps superieurs 
ou inferieurs sont tres importants et varient de 1 a 4 titres. 
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Tableau 11 B 





Differences exprimees en 
titres en anticorps obtenus. 
sur les deux substrats 
antigfeniques 


Antigenes figures 
compares 


Nombre 
de s§rums 


Ecart 
Moyen 


Ecart 
minimum 


Ecart 
maximum 


Ldc A > Ldc P 


17 


2,5 ± 1,6 


1 


6 


Ldc A = Ldc P 


2 


0 


0 


0 


Ldc A < Ldc P 


0 


/ 


/ 


/ 



Comme le montre le tableau 11 B, 1 ' analyse 
comparative des serums "fortement positifs" est encore plus 
convaincante . En effet, tous les scrums r6v61ent des reactions 
plus intenses avec les formes amastigotes de L . chagasi / avec 
15 des hearts du nombre de titres en anticorps supferieurs allant 
de 1 ^ 6. 

Ce nouveau modele experimental permet de mettre en 
evidence une meilleure sensibilite de la technique 
d 1 immunofluorescence indirecte utilisant comme substrat 
20 antigenique les formes amastigotes de culture axenique en 
comparaison avec les formes promastigotes correspondates - 

Kxemple L4 : Adaptation des formes amastigotes de 

culture en milieux compl&tements d&fxnis 

Les formes amastigotes de diverses leishmanies ont 
25 6t6 adapt&es dans le milieu M3 selon l'exemple 3, parmi 

lesquelles celles de L_, meaicana, L_. ama zonensi^ 

braziliensis et L. chagasi . 

Une adaptation progressive dans le milieu est 
realisee comme suit : environ 107 formes amastigotes de 
30 culture selon l'exemple 4 sont inoculees dans 5 ml de milieu 
contenant 25 % puis 50 % puis 75 % et enfin 100 % de milieu 
M4. 

A chaque concentration, 4 a 5 repiquages sont 
effectues a raison de un, puis de deux passages par semaine. 



BNSDOC I D: <WO 9426899A 1 _l_> 



•1 ' 1 * V 



WO 94/#899 PCT/FR94/00577 

53 

Les cinetiques de culture des formes amastigotes de 
culture axenique et as£rique des differentes especes de 
leishmanies etudiees, apres plus de 20 repiquages dans le 
milieu M3, sont analogues a celles determinees dans le milieu 
5 Ml. 

fixempl e 15 : Realisation du cycle parasitaire in 

vitro 

a. En condition ax6nique : 

10 7 formes amastigotes de phase exponentielle 

10 obtenues selon l'exemple 4 sont ensemencees dans 10 ml de 
milieu RPM1 additionne de 10 % de SVF a 26 °C. Aux differents 
jours de la culture, 20 pi de la suspension parasitaire sont 
deposes sur une lame, seches rapidement puis fixes par du 
mfethanol absolu pendant 2 minutes, colores selon la m6thode de 

15 Giemsa pendant 10 minutes. Le pourcentage de formes 
promastigotes est d6termin6 par comptage en microscopie 
optique (x 400) dans 20 champs successifs. Des repiquages 
successifs sont realises tous les 4 jours a raison de 10^ 
parasites par ml avant d'fetablir les courbes de cinfetigue de 

20 dif f ferenciation. 

On a represents sur les figures 9 et 10 le pourcentage de 
promastigotes obtenus, en fonction du temps (en heures ) avec 
L. braziliensis wm * L» guyanensis ZZ2 , 
L . panamensi s £TH (figure 9) et L, chagasi Mi et 

25 L- donovani f?73 (figure 10). 

L ' examen de ces figures montre que la transformation 
des formes amastigotes de culture en formes promastigotes a 
26 °C est totale en 4 jours pour toutes les especes de 
leishmanies fetudiees. 

30 Ces formes promastigotes, encore appelees 

promastigotes de primo culture ou de court terme, inoculees 
dans le milieu Ml a raison de 10& parasites par ml, se 
dif f erencient trfes rapidement (3 a 4 jours) en formes 
amastigotes a 32 °C. La transformation est totale apres 2 a 5 

35 repiquages successifs selon les espfeces de leishmanies 
etudiees . 

Par ce procfede, il est done possible d'obtenir in 
vitro les differents stades parasitaires des leishmanies et 
ceci beaucoup plus rapidement et facilement que par les 
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encemencees a 26 ± 1°C dans 10 ml de milieu M4 selon 
1 f invention. La transformation des formes amastigotes en 
formes promastigotes est alors complete en 3 a 5 jours. Les 
formes promastigotes ainsi obtenues encore appel6es 
5 promastigotes de primo-culture ou de court terme, sont 
maintenues en culture dans le milieu M4 par un repiquage 
hebdomadaire conune il est indique dans I'exemple 5, a. 

Les procfedes d' adaptation et de mise en. culture, mis 
au point sur les principales especes de leishmanies, ont ete 

10 appliques a la culture des formes amastigotes de souches de 
cruzi r agent de la maladie de Chagas. 

On rapporte ci-apres les resultats obtenus avec les 
souches SO 34 cl 1, Gamba cl 1 et SO 3 cl 1, typifiees 
isoenzymatiquement par l 1 analyse de plus de 15 loci. Ces 

15 souches ont 6te rapidement adaptees et cultivees dans le 
milieu Ml a 32 °C a partir des formes trypomastigotes 
mfetacycliques (formes infectantes de 1 ' insecte vecteur) 
correspondantes . Les formes trypomastigotes sont obtenues a 
partir des formes epimastigotes ( formes de multiplication de 

20 1' insecte vecteur) cultivees en milieu LIT contenant 10 % de 
SVF, selon un protocole dEcrit par Contreras et al (1985, Mol. 
Biochem. Parasitol., 16 r 315). 5 x 10? formes epimastigotes 
sont incubees pendant 2 heures dans un milieu de 
synchronisation TAU (Tampon phosphate 8 mM, NaCl 190 mM, KC1 

25 17 mM, CaCl2 2 mM, pH 6), puis dans un milieu de 
dif f erenciation TAUP (TAU + L-proline 10 mM, Ac. L- aspartique 
2 mM, L-glutamine 50 mM et D-glucose 10 mM) jusqu'a une totale 
transformation des formes Epimastigotes en formes 
trypomastigotes. Environ 5 x 10? formes trypomastigotes 

30 metacycliques sont ensemencees dans 10 ml de milieu Ml 32 °C. 

La dif f erenciation en formes amastigotes est totale apres 4 
repiquages successifs avec les souches SO 34 et Gamba et 11 
repiquages pour la souche S 03 . Des souches de ce type sont 
cultivees en condition axenique de f agon continue par un 

35 repiquage hebdomadaire et ont subi plus de 25 passages dans le 
milieu Ml. 

En microscopie optique, les amastigotes de culture 
de T . cruzi presentent des caracteristiques morphologiques 
generales des formes amastigotes intracellulaires . Une culture 
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effet, les travaux effectues ont demontre que 1' inhibition de 
la cis-aconitase (enzyme du cycle de Krebs ) , due a 
1 1 interaction du NO avec le groupement prosthetique Fe-S (Fer 
- soufre) de cette enzyme induit la lyse parasitaire. Ces 
5 resultats ont 6te obtenus en pulsant pendant 15 minutes du NO 
gazeux (1 %), vehicule par de 1 1 azote (99 %) depourvu 
d'oxygene, directement sur les formes amastigotes de culture 

de mexicana, L_, amazonensis, l. bra ziiiensis et L, 

chagasi . 

10 La cinfetique de culture ainsi que la diff6ren- 

ciation des formes amastigotes en formes promastigotes ont 6te 
suivies apres ce traitement. Dans certaines experiences, des 
milieux contenant 100 pM de FeS04 (source de fer) ou de 
I'acide a-cetoglutarique (3 mM) et de la cis-aconitate (3 mM), 

15 additionnfes imm6diatement aux parasites trait6s par le NO 
restaurent la croissance des formes amastigotes. 

L'6tude comparative de diff6rentes activit6s 
enzyraatiques, et notamment celles du cycle de Krebs, sur les 
formes amastigotes traitees par le NO ou non a permis de 

20 mettre en Evidence une inhibition de la cis-aconitase par le 
NO. 

Exemple 17 : Utilisation des exoantig^nes de 

leishmanies dans une technique ELISA pour la detection des 
anticorps circulants dans la leishmaniose visc6rale. 
25 a) Protocole 

Sensibilisation des plaques 

Les surnageants de cultures ax6niques et aseriques 
de formes promastigotes de L. infantum (6, 15 et 21 jours) sont 
collectes par centrif ugation et filtr6s sur membrane 

30 . MilliporeR 0,22 vim. lis sont dilues au demi en tampon 
carbonate (0,5 M, pH 9,6) de fa^on a obtenir des 
concentrations respectives de 3,5, 4,6 l et 7,0 yg/ml 
( equivalent proteines ) . 

100 \il de ces solutions sont deposes dans chaque 

35 alveole des plaques de microtitration. La sensibilisation dure 
2 heures a 37 °C, puis une nuit a 4°C. 
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immunofluorescence indirecte) permettent de mettre en evidence 
les infections a t.. -infantum (voir tableau 12). 
Tableau 12 



5 






Serums negatifs 


Serums positifs 




Surnageant 
jours 


6 


0,128 + 0,025 


0,313 + 0,035 


10 


surnageant 
jours 


15 


0,080 + 0,012 


0,293 + 0,020 


15 


surnageant 
jours 


21 


0,062 + 0,010 


0,257 = 0,039 



Pxemplf 



JJLSL 



des 



antigenes 



: Production 

d'excr6tion/s6cr6tion £ partir des surnageants de culture 
metabolisms par les diff6rents stades parasitaires des 
leishmanies . 

Les surnageants metabolises par les parasites de 
culture aserique, obtenus a differents temps de la culture, 
sont separes des formes promastigotes ou amastigotes par 
centrifugation puis filtration sur membrane Millipore de 0,22 
pm traitee prealablement a la bacitracine ( 1 mg/ml ) . 
L ' echantillon est alors concentre par ultrafiltration sur Mini 
Ultrassette (Filtron, seuil de coupure : 3 kDa ) , dialyse une 
nuit contre de l'eau distillee et enfin lyophilise* Ce proc£de 
permet de concentrer plus de 400 fois les surnageants de 
culture. 

Les dosages proteiques sont effectues par 
spectrophometrie a 595 run selon la methode de Bradford (Biorad 
Protein Assay Kit II). Selon les especes de leishmanies, de 1 
a 4 pg equivalent proteine d ' antigene sont ainsi obtenus par 
ml de surnageant non concentre. 

Caract^risations biochimigues et iramunologiques des 
antigenes d f excretion/ secretion de L. infantum et de L. 
amazonensis : 

Les exoantigenes parasitaires sont des molecules 
solubles liberees naturellement dans le sang des hotes 
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- avec des serums d' infestation experimentale chez 
le hamster vis a vis des AES et EPT (6 jours de culture) de 
T.. aniazonensis 

- avec des serums d ' immunisation chez le lapin vis- 
5 a-vis des AES et EP (6 jours de culture) de L. amazonensis . 

Les rfesultats dfemontrent une immunogenic! te des AES 
au cours d ! infections naturelle ou experimentale. Pour les 
deux parasites, certains antigenes sont reconnus. uniquement au 
niveau des EPT alors que d 1 autres sont propres aux AES. Pour 
10 r,_ infantum , une similitude de reponse humorale est observee 
pour 5 des 6 serums humains etudies (2 doublets a environ 70 
kDa et environ 45 kDa ) vis-a-vis des AES et des EP ; le serum 
^ de chien reconnait des antigenes differents (antigenes majeurs 

a environ 90 et 66 kDa). Chez le hamster, il existe une 
15 evolution de la reponse humorale vis a vis des AES de 
L. amazonensis au cours de 1 1 infection experimentale . Les 
antigenes reconnus lors d'une infection experimentale ou 
naturelle sont differents de ceux qui sont immunoprecipit£s 
par un serum d 1 immunisation anti-EPT chez le lapin. 
20 Ces rfesultats montrent que les AES sont capables 

d 1 induire une reponse anticorps au cours de 1 1 infection par II*. 
amazonensis et L, infantum . Compte tenu de leur 
immunogenicite, les AES constituent des outils de grand 
interet pour les leishmaniases dans les domaines du diagnostic 
25 et de la vaccination. 
) Exemple 19 :- Production d 1 anticorps monoclonaux 

contre les antigfenes d 1 excrfetion/sfecrttion de t. . amazonensis 
Protocole utilise 
Immunisation 

30 2 yg d 1 antigene ( surnageant de culture aserique 

metabolise par des formes promastigotes de fin de phase 
exponentielle de L. amazonensis , concentre 200 fois et 
dialyse) sont injectes par voie sous-cutanee au niveau du 
coussinet plantaire de la patte arriere. La preparation 

35 d 1 antigene injecte est appelee ci-apres "Ag" . 

Un protocole d 1 immunisation rapide chez la souris 
BALB/e est realise comme suit : J- 10 : A 9 + Adjuvant complet 
de Freund ( ACF ) ( V/V ) ; J-7 et J-4 : Ag + A1F ; J Q ; 
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recuperation des cellules des ganglions poplytes drainant la 
patte arriere. 

Fusion 

Les cellules myelomateuses (X 63 ) sont mises a 
5 fusionner (Jo) avec les cellules lymphocytaires dans un 
rapport 1/2 en presence de polyethylene glycol 4000 
(PEG 50%). 

Criblage 

A J+7, 442 puits (38 %) ont presente au moins un 
10 clone cellulaire en developpement et 66 (5,7 %) des cellules a 
confluence. Les surnageants de cellules a confluence sont 
testes soit en immunofluorescence Indirecte ( IFI ) , soit en 
test ELISA. 19 d'entre eux se sont r6v616s positifs en IFI, 9 
en ELISA et 7 dans les deux tests- Au total, plus de 1000 
15 puits ont fete screenfes. En boites de 96 puits, en boites de 24 
puits, et en boites de 25 cm2, 120, 47 et 36 hybridomes se 
sont revfelfes respectivement secrfeteurs ( rfevfele par 1 ■ IFI ) 
Clonage 

Les hybridomes secr6teurs caractferistiques ont ete 
20 clones par dilution limite, 4 clones ont fait I'objet d'une 
fetude particuliere (B3, C7, D9 et F5 ) . 

Les resultats obtenus sont donnes dans le tableau 

13. 
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K *^mp le 20 : Obterrtiori de formes amastigotes 
r6sistantes a un medicament 

Des formes promastigotes de L . mexicana resistantes 
a la pentamidine sont obtenues par pression medicamenteuse' in 
5 vitro et presentent un indice de resistance d' environ 30. 
Elles ont ensuite 6t6 transformees selon le proc6de de culture 
deja decrit en formes amastigotes de culture correspondantes 
qui, apres determination de 1 f IC 50 conservent la. resistance a 
la pentamidine induite chez les formes promastigotes . 

10 La figure 13 donne la variation du pourcentage de 

croissance par rapport a un temoin sans drogue en fonction de 
la concentration de pentamidine en pmole/1 (la courbe 

correspond aux promastigotes sauvages de L. mexicana r la 
courbe ♦ aux formes promastigotes resistantes, et la courbe 

15 aux formes amastigotes resistantes. ( Ic 50 : concentration 

de pentamidine pour laquelle on observe une inhibition de 
croissance de 50 % : Ic 50 sauvage 1,2 ± 0,05 pM, Ic 50 
amastigote resistant 32 ± IpM et Ic 50 promastigote resistant 
33+1 pM. L 1 indice de resistance est 6gal & Ic50 de la souche 

20 resistante /Ic50 de la souche sauvage. Pour les promastigotes 
la valeur est de 27 et pour les amastigotes de 26. 

Grace a la realisation du cycle evolutif in vitro , 
1 1 invention f ournit des formes amastigotes de leishmanies 
resistantes & un medicament. Ce nouveau module experimental 

25 permet d ' etudier tres precisement le ou les mecani sme ( s ) 
impliqu6(s) dans 1 ' induction de la chimioresistance chez le 
stade parasitaire present chez l'hote infecte. 
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REV END I CAT IONS 

1 . Procede pour la culture in vitro de dif f erents 
stades de parasites tissulaires, tels que les leishmanies et 

5 T, cruzi . ou encore les hematoprotozoaires, caracterise en ce 
qu'il est realise dans un milieu de culture monophasique 
liquide axenique et aserique depourvu de macromolecules , 
c'est-a-dire de molecules non dialysables a .un seuil de 
coupure de 3kDa et que, pour I'obtention de formes 

10 amastigotes, ce milieu est tamponne a un pH de 5,5 a 6,5 et 
presente une osmolarite d 1 au moins 440 milli osmoles/kg de 
liquide, et en particulier de 400 a 550 milli osmoles/kg de 
liquide, ou que, pour I'obtention de formes promastigotes, ce 
milieu est tamponne a un pH de 7 a 7, 5 et presente une 

15 osmolarite d f au moins 300 milli osmoles/kg de liquide. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1, caracterise en 
ce que le milieu utilise pour la culture des formes 
amastigotes comprend un milieu de base £labor6 essentiellement 
a partir 

20 - d'au moins un milieu de culture de cellules 

d 1 insectes additionne de sels inorganiques , du type des sels 
de Hanks, 

- des produits sources d' acides amines, comme la L- 
glutamine et des extraits de graines de soja, et 
25 - des sucres comme le D-glucose. 

) 3. Proc6de selon la revendication 2, caracterise en 

ce que le ou les milieux de culture de cellules d' insectes 
sont des milieux 199H M. 

4. Proc6d6 selon 1 1 une des revendications 2 ou 3, 
30., caracterise en ce qu'au moment de 1 ! utilisation, on ajoute au 

milieu de base des agents anti-oxydants comme l'hemine, des 
agents a effet reducteur comme le glutathion reduit, ainsi que 
des vitamines • 

5. Procede selon I'une des revendication 2 a 4, 
35 caracterise en ce que, par rapport au milieu final, le milieu 

de culture cellulaire represente environ 8 a 15 % (V/V), 
notamment de l'ordre de 10 %, les acides amines, ou les 
produits sources de ces acides amines, sont presents, a raison 
de 4 a 8 % environ (P/V), notamment de 5 a 6 % environ, 
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1 ' apport en sucre, notamraent en glucose, est avantageusement 
realise a raison d' environ 2 a 4 % (P/V), notamment de 2 a 
3 %, . et les agents anti-oxydants , comme l'hemine, spnt 
presents a raison de 0,0002 a 0,0015 % (P/V) notamment de 
5 l 1 ordre de 0,0005 %, les agents reducteurs comme le glutathion 
a raison de 0,01 a 0,05 % (P/V), notamment de l'ordre de 
0,025%, les vitamines representant 1 % a 5 % (V/V), notamment 
de 1 ' ordre de 2 %. 

6 • Procede selon 1 1 une des revendications 2 & 5 , 

10 caracterise en ce que le milieu de culture mis en oeuvre 
renferme en outre, par exemple pour la culture du stade 
amastigote de leishmanies viscerales, des composes soufres, 
comme la L-cysteine et/ou des produits nutritif s comme 1 1 acide 
bathocuproine sulf onique. 

15 7. Proc6de selon la revendication 3, caracterise en 

ce que les composes soufrds, notamment la L-cyst6ine sont mis 
en oeuvre a raison d f environ 0,25 & 0,50 % (P/V), notamment de 
1' ordre de 0, 3 % et/ou des produits nutritif s comme l f acide 
bathocuproine sulf onique, a raison d' environ 0,004 a 0,008 % 

20 (V/V), notamment de 0,005 % 

8- Proc6de selon la revendication 1, caracterise en 
ce que pour la culture des stades promastigotes, on utilise un 
milieu de culture 61abor6 a partir d'un milieu de culture de 
cellules, tel que le milieu RPMI 1640, auquel on ajoute des 

25 acides amines tels que la L-glutamine et un tampon pour 
ajuster le pH, a une valeur de 7 a 7,5, ce milieu etant 
egalement additionne d'un autre milieu approprie pour la 
culture de cellules, specialement le milieu 199H M, renfermant 
des sels inorganiques tels que les sels de Hanks, et des 

30 agents anti-oxydants , tels que l*hemine. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en 
ce que le milieu 199H M est utilise a raison d 1 environ au 
moins 2 % (V/V), notamment de 2 a 10 % environ et l'hemine 
bovine de 0,0002 a 0,0015 % (P/V), notamment de 1' ordre de 

35 0,0005 %. 

10. Milieux de culture tels que definis dans 1 1 une 
quelconque des revendications 1 & 9. 

11. Procede pour la production massive et continue 
in — vitro de formes amastigotes, caracterise en ce qu 1 on 
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ensemence des formes promastigotes de fin de phase 
exponervtielle dans un milieu de culture tel que mis en oeuvre 
selon l'une des revendications 1 a 7, a raison de 10& a 10 7 

*• * 

formes promastigotes/ml de milieu, et: qu'on realise 
5 1 ' adaptation et la culture a une temperature de l'ordre de 28 
a 36°C, et notamment autour de 32°C, a un pH de 5,5 a 6,5, de 
maniere a obtenir une transformation complete des 
promastigotes . 

12* Procfede pour la production massive et continue 

10 in vitro de formes promastigotes, dites de court terme, de 
parasites tels que les leishmanies, caracterise en ce qu'il 
comprend 1 1 ensemencement de formes amastigotes telles 
y qu 1 obtenues selon le procede de 1 ' une des revendications 1 a 7 

et selon la revendication 11, a raison de 10*> a 10 7 formes 

15 amastigotes/ml de milieu, avantageusement des formes 
amastigotes de fin de phase exponent ielle, leur culture a un 
pH de 7 & 7,5 dans un milieu de culture classique pour le 
developpement de formes promastigotes, tel que le milieu RPMI 
additionne de serum de veau foetal ou I'un des milieux selon 

20 l'une des revendications 8 ou 9. 

13. Procfede selon la revendication 11, caracterise 
en ce que les formes promastigotes dites de court terme telles 
qu' obtenues selon la revendication 12 sont utilisees pour 
1 1 etape d 1 ensemencement . 

25 14. Proc6d6 de production in vitro des stades 

) correspondant au cycle evolutif d'un parasite tel que les 

leishmanies, caracterise en ce qu f il est realise en condition 
axenique et aserique, en 1' absence de macromolecules, et 
comprend les etapes 

30 - d ' ensemencement et de culture, en operant selon la 

revendication 11 ou 13, de formes promastigotes du parasite, 

- de recuperation des formes amastigotes produites, 

- d ' ensemencement et de culture, selon la revendica- 
tion 12, des formes amastigotes obtenues, de maniere a obtenir 

35 leur dif f erenciation en promastigotes, 

le cycle etant repete dans sa total! te, ou partiellement , si 
on le souhaite, et ce, indef iniment . 

15. Procfede selon l'une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les amastigotes sont de 
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t . rruzi et qu ' on met en oeuvre des formes -trypomastigo-tes a la 
place des formes promastigor.es. 

16. Les formes parasitaires du cycle evolutif d ' un 
protozoaire tissulaire, telles qu 1 obtenues par mise en oeuvre 

5 du procede de culture selon l'une des revendications 1 a 9 ou 
11 a 15 et les phases de latence, exponentielle et 
stationnaire correspondant a ces formes. 

17. Formes parasitaires selon la revendication 16, 
caracterisees en ce que 

10 - elles sont depourvues de contaminants cellulaires, 

notamment macrophagiques tissulaires et, plasmatiques 
accompagnant les formes parasitaires intracellulaires isolees 
de cultures cellulaires ou de tissus d'animaux 
experimental ement infectes, et de tout contaminant serique, en 

15 particulier de macroraolecules, tout en fetant dotfees du pouvoir 
infectieux in vitrro et in vivo tel qu' observe sur les formes 
intracellulaires lorsque ces derniferes sont habituellement 
infectieuses, et des caracteristiques morphologiques, 
biochimiques et immunologiques de celles-ci, 

20 - elles se presentent sous forme d 1 une population 

homogene par rapport a 1 1 age en culture et a 1 1 etat de 
dif ferenciation pour un stade donne du cycle evolutif, cette 
population provenant d'une culture standardisee 6tant capable 
de se multiplier in vitro de fagon continue et de survivre 

25 plus de 2 4 3 jours. 

18. Formes parasitaires selon la revendication 16 ou 
17, caracterisees en ce qu'il s'agit de formes amastigotes en 
particulier de leishmanies cutanees ou cutaneo-muqueuses, 
comme L. mexicana r L- amazonensis, L. braziliensis , Iul. 

30 gnyanensis et L. panamensis ou viscerales comme L. chagasi . L_»_ 
donovani ou L_. infantum. 

19. Formes parasitaires selon l'une des 
revendications 16 ou 17, caracterisees en ce qu'il s'agit de 
formes promastigotes de court terme. 

35 20. Les extraits polypeptidiques totaux des formes 

parasitaires selon l'une des revendications 16 a 19, tels 
qu'obtenus par lyse de ces formes parasitaires et recuperation 
des produits solubles ou insolubles. 
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21. Les fractions et determinants antigeniques des 
extraits selon la revendication 20 de nature proteique, 
lipidique ou saccharidique reconnus par des serums d'animaux 
immunises avec les extraits polypeptidiques totaux, en 

5 particulier les fractions et determinants antigeniques 
specif iques de phase, ou des serums d' infections naturelles ou 
experimentales . 

22 . Les determinants antigeniques . selon la 
revendication 21 correspondant aux antigenes de surface des 

10 formes amastigotes et aux antigenes somatiques presents au 
niveau de la poche flagellaire ou de type vacuolaire. 

23. Les antigenes d ! excretion tels qu'obtenus a 
: ; :^ partir des surnageants de cultures conditionnees par les 

formes promastigotes ou par les formes amastigotes cultivees 
15 en conditions axenique et aserique selon le procede de l'une 
des revendications 1 & 9, 11 a 15. 

24. Les antigenes de dif f erenciation secretes dans 
les milieux de culture en conditions axenique et aserique dans 
le procfede selon l'une des revendications 1 & 9, 11 S 15. 

20 25. Anticorps dirigfes specif iquement contre les 

peptides antigeniques des formes parasitaires selon l'une des 
revendications 15 a 19. 

26. Anticorps selon la revendication 25, 
caracterises en ce qu'ils ne reconnaissent specif iquement que 

25 les antigenes d'une forme parasitaire appartenant a une espece 
: ; ") homologue . 

27. Anticorps selon la revendication 25, 
caracterises en ce qu'ils reconnaissent les antigenes des 
differentes formes parasitaires de 1' espece consideree. 

30 28. Anticorps selon l'une des revendications 25 a 

27, caracterises en ce qu'ils reconnaissent en outre les 
formes parasitaires d ' une espece heterologue ou d'un autre 
genre comme T, cruzi. 

29. Anticorps monoclonaux tels qu'obtenus par fusion 

35 de cellules my61omateuses avec les lymphocytes, en particulier 
de la rate ou des ganglions, d'un animal prealablement 
immunise par injection d'un extrait polypeptidique total selon 
la revendication 20 ou d'une fraction et de determinants 
antigeniques selon l'une des revendications 21 a 24, criblage 
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des surnageants des hybridomes obtenus , par exemple selon la 
technique Elisa ou I.F.I. , de maniere a reveler les anticorps 
diriges specif iquement contre une forme parasitaire d ' une 
espece, et souches d 1 hybridomes secr6tant ces anticorps 
5 monoc 1 onaux . 

30. Les ARN totaux et messagers tels que recuperes a 
partir des formes parasitaires selon l'une des revendications 
16 a 19 et les ADNc correspondants . 

31. Utilisation des formes parasitaires des 
10 leishmanies et de T > cruzi comme module experimental, en 

particulier pour le criblage in vitro de medicaments et pour 
tester la sensibilite aux medicaments, le procede de criblage 
comportant avantageusement 

- la mise en contact: avec les produits & tester des 
15 formes parasitaires, plus specialement des formes amastigotes 

telles que cultivees selon le procfede de 1 1 une des 
revendications 1 & 7, 11 , 13 ou 14 et des formes promastigotes 
telles que cultivfees selon le procfede de l'une des 
revendications 8, 9, 12 ou 14, 

20 - 1 1 incorporation de nucleotides ou d 1 acides amines 

marques par un groupe radioactif, par exemple de la thymidine 
tritiee, pour determiner 1 ' activite des produits a tester ou 
la realisation de tests de viabilite utilisant par exemple un 
sel de tetrazolium comme le MTT. 

25 32. Kit pour le criblage de produits susceptibles 

d'etre utilises pour le traitement de parasitoses, plus 
specialement de leishmanies ou de la maladie de Chagas, 
caracterise en ce qu'il comprend 

- un support tel qu 1 une plaque multipuits renfermant 
30 les formes parasitaires selon l'une des revendications 16 a 

19, 

les reactif s pour determiner 1 ' activite 
medicamenteuse des produits testes sur les formes 
parasitaires . 

35 33. Methode de detection in vitro d'une parasitose, 

en particulier d'une leishmaniose ou de la maladie de Chagas, 
chez 1 1 homme ou 1 1 animal , ou de leur detection et 
identification chez 1 1 insecte vecteur, par detection des 
anticorps circulants, caracterisee en ce qu'elle comprend : 
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- la mise en contact d'un 6chantillon biologique 
provenant de 1 ' homme ou de 1 1 animal a examiner avec une forme 
amastigote telle qu'obtenue par le procede selon l'une des 
revendications 1 a 7, 11, 13 ou 14, ou avec une forme 

5 promastigote telle qu ' obtenue par le proc6de selon 1 * une des 
revendications 8, 9, 12 ou 14, un extrait polypeptidique total 
de la forme parasitaire selon la revendication 20 ou une 
fraction ou des determinants antigeniques selon 1 1 une des 
revendications 21 ou 22, ou des antigenes selon l'une des 
10 revendications 23 ou 24, 

- la detection du complexe immunologique 
feventuellement f orm6 . 

34. Kit pour la detection in vitro de parasitoses 
selon la revendication 33, caracterise en ce qu'il comprend 

15 - les reactifs antigeniques sous forme immobilisee, 

a savoir les formes amastigotes de culture telles qu'obtenues 
selon le proc6de de l'une des revendications 1 & 7, 13 ou 14, 
ou les formes promastigotes telles qu'obtenues selon le 
proc6de de l'une des revendications 8, 9, 12 ou 14, les 

20 extrait s polypeptidiques totaux selon la revendication 20, ou 
les fractions, determinants et antigenes selon l'une des 
revendications 21 & 24 avec, le cas ech6ant, 

- un temoin positif, constitue par un serum de titre 

connu , 

25 - un temoin negatif, ainsi que 

les tampons et reactifs utilisables pour la 
r6v61ation de la reaction immunologique. 

35. Methode de detection in vitro d'une parasitose 
chez 1 ' homme ou 1 ' animal , en particulier d ' une infection par 

30 des leishmanies ou T. nmzi r par detection des antigenes 
circulants, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'un 6chantillon biologique 
provenant de l f homme ou de 1 ' animal a examiner avec des 
anticorps selon l'une des "revendications 25 a 29, ou des 

35 fragments de ces derniers, immobilises sur un support non 
immunogene, dans des conditions appropriees pour la production 
d'un complexe antigene-anticorps, 

- la mise en evidence de la formation du complexe. 
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36. Kit pour la detection in vitro de parasitoses 
selon la revendication 35, caracterise en ce qu'il comprend 

- une phase solide appropriee servant de support 
pour la reaction immunologique , telle qu'une plaque de micro- 

5 titration, 

une preparation d'anticorps selon l'une des 
revendications 25 a 29, ou de fragments de ces derniers 
immobilises sur un support, avec, le cas echeant, . 

- un temoin positif, constitue par un serum de titre 

10 connu, 

- un temoin negatif, ainsi que 

les tampons et r£actifs utilisables pour la 
realisation de la reaction immunologique, et notamment 
1 f anticorps homologue marque. 

15 37. Compositions de vaccins contre des parasitoses, 

en particulier des infections par des leishmanies ou T. cruzi, 
caract6risees en ce qu'elles sont 61abor6es & partir de formes 
amastigotes telles qu 1 obtenues selon le proc6d6 de 1 1 une des 
revendications 1 & 7, 11, 13 ou 14 ou de formes amastigotes 

20 selon l'une des revendications 16 a 18, des formes 
promastigotes telles qu' obtenues selon le proc6d6 de l'une des 
revendications 8, 9, 12 ou 14, ou de formes promastigotes 
selon l'une des revendications 16, 17 ou 19, les extraits 
polypeptidiques totaux, ou les fractions determinants 

25 antigeniques et antigenes selon l'une des revendications 20 a 
24, en association avec un vehicule et/ou un adjuvant 
d ' administration. 

38. Compositions de vaccins selon la revendication 
37, caracterisees en ce qu'elles sont elaborees a partir 

30 d 1 amastigotes et de L. infantum ou de L. chagasi. 
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REVENDICATIONS MODIFIEES 

(re sues par le Bureau international le 24 octobre 1994 (24.10.94); 

revendication 1 modifiee; 
autres revendications ,inchang£es (1 page)] 

1. Procede pour la culture 3 " trn de differents 
stades de parasites tissulaires, tels que les leishmanies et 

5 T rmzi . ou encore les hematoprotozoaires , caracterise en ce 
qu'il est realise dans un milieu de culture monophasique 
liquide axenique et aserique depourvu de macromolecules, 
c'est-a-dire de molecules non dialysables a un seuil de 
coupure de 3kDa et que, pour 1'obtention de formes 

10 amastigotes, ce milieu est tamponne a un pH de 5 , 5 a 6 , 5 et 
presente une osmolarite d'au moins 400 milli osmoles/kg de 
liquide, et en particulier de 400 k 550 milli osmoles/kg de 
liquide, ou que, pour 1'obtention de formes promastigotes, ce 
milieu est tamponne a un pH de 7 & 7,5 et presente une 

15 osmolarite d'au moins 300 milli osmoles/kg de liquide. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que le milieu utilise pour la culture des formes 
amastigotes comprend un milieu de base elabore essentiellement 
a partir 

20 - d'au moins un milieu de culture de cellules 

d'insectes additionne de sels inorganiques , du type des sels 
de Hanks , 

- des produits sources d'acides amines, comme la L- 
glutamine et des extraits de graines de soja, et 
25 - des sucxes comme le D-glucose. 

3. procede selon la revendication 2, caracterise . en 
ce que le ou les milieux de culture de cellules d'insectes 
sont des milieux 199H M. 

4 . Procede selon 1 ' une des revendications 2 ou 3 , 
30 caracterise en ce qu'au moment de 1 ' utilisation, on ajoute au 

milieu de base des agents anti-oxydants comme l'hemine, des 
agents a effet reducteur comme le glutathion reduit, ainsi que 
des vitamines. 

5. Procede selon 1 ' une des revendication 2 a 4, 
35 caracterise en ce que, par rapport au milieu final, le milieu 

de culture cellulaire represente environ 8 a 15 % (V/V), 
notamment de 1 1 ordre de 10 %, les acides amines, ou les 
produits sources de ces acides amines, sont presents, a raison 
de 4 a 8 % environ (P/V) f notamment de 5 a 6 % environ, 

AMENDED SHEET (ARTICLE 19) 
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